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DAMPs : Damage Associated Molecular Patterns 
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DP : Degré de Polymérisation 
EF : Elongation Factor 
ET : Ethylène 
ETI : Effector Triggered Immunity 
ETIF : Eukaryotic Translation Initiation Factor  
ETS : Effector-Triggered Susceptibility  
FAO : Formes Actives de l’Oxygène 
Flg22 : Flagelline 22 
FLS2 : Flagellin Sensitive 2 
  
 
FTIR : Spectroscopie Infrarouge à Transformée de Fourier 
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HRGPs : Hydroxyproline Rich GlycoProteins 
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PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacteria 
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PR : Pathogenesis Related 
PR : Pathogenesis Related 
PRPs : Proline-Rich Proteins 
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RH : Réaction Hypersensible 
ROS : Reactive Oxygen Species 
SAR : Systemic Acquired Resistance  
SDN : Stimulateur des Défenses Naturelles 
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TCI : Total Crystalline Index 
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Figure 1 : De la découverte des premières fibres textiles à leurs utilisations actuelles. 
A : Fibres torsadées et colorées datant de 30 000 ans, découvertes par Kvavadze et al., en 
2009. B : Corps momifié et enveloppé dans des bandelettes de lin (Muséum national 
d'histoire naturelle). C : coque du Naskapi (association NavEcoMat) 
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I.1.1 Historique 
 
De par la dispersion géographique de son ancêtre Linum bienne et la multiplicité de ses 
voies de sélection, le berceau de domestication du lin cultivé reste toujours incertain (Harlan, 
1986). Au cours d’une expédition en 2009, dans la grotte de Dzudzuana en Géorgie, une 
équipe a trouvé des traces de fibres datant de plus de 30 000 ans. Ces fibres, colorées et 
torsadées, ont été associées à des fibres de lin par Kvavadze et al., en 2009. Cette comparaison 
controversée, et notamment par Bergfjord et al., en 2010, dénote tout de même l’existence d’une 
certaine technicité pour la fabrication de textiles à partir de fibres végétales à l’époque du 
Paléolithique Supérieur (Fig. 1 A).  Les premières utilisations du lin par l’Homme dateraient 
de 11 200 - 10 500 ans, en Syrie (Hillman, 1975). Le lin aurait d’abord été sélectionné pour 
l’utilisation de ses graines, cependant les voies de sélection des variétés à fibres restent 
incertaines (Fu et al., 2010). Celles-ci sont connues pour leurs utilisations par les Egyptiens à 
l’époque des Pharaons, 3 000 ans avant J-C (Fig. 1 B). Le lin fût ensuite exporté de l’Egypte 
vers l’Espagne, la Grèce ou encore la Bretagne, grâce aux Phéniciens entre le XIIème et le VIIIème 
siècles avant J-C. En France, le lin connaît son essor en 789, grâce à Charlemagne qui ordonne 
que le lin soit filé à la cour. Jusqu’au XVIIIème siècle, le lin devient la fibre la plus utilisée en 
France. Au XIXème siècle, les fibres de lin laissent place au coton dont l’industrie se mécanise. 
Il est peu à peu réintroduit au XXème siècle dans le Nord de la France. De nos jours, la culture 
du lin représente 97 000 ha en Europe, dont 63 % en Normandie. Le lin à fibres connaît 
aujourd’hui d’autres débouchés que le textile qui représente cependant toujours 70 % de son 
utilisation, et se développe dans des secteurs tels que l’automobile, l’isolation, la chirurgie et 
même le nautisme puisqu’en 2010, Jean-François Litli prît la Route du Rhum à bord de l’Avocet 
50 construit à 50 % en fibres de lin. En 2011, l’association NavEcoMat est même allée plus loin 
en présentant, au salon nautique de Paris, le Naskapi, un canoë produit en fibres de lin et 
d’amidon (Fig. 1 C). 
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I.1.2 Anatomie et croissance du lin 
 
 I.1.2.1 Généralités  
 
Le lin, Linum usitatissimum, est une angiosperme eudicotylédone de la famille des 
linacées. Elle appartient au genre Linum qui comprend plus de trois cents espèces. Les plantes 
de lin possèdent une racine pivotante, pouvant atteindre 150 cm de profondeur, pourvue de 
nombreuses radicelles. Les feuilles sont sessiles, linéaires-lancéolées. L’inflorescence, en 
forme de cyme ou de grappe terminale, possède des fleurs hermaphrodites et hypogynes à 5 
sépales, 5 pétales, 5 étamines et un pistil formé de 5 carpelles séparés par des fausses cloisons. 
Le fruit est une capsule à 5 loges contenant au maximum 10 graines. Ces dernières sont ovales, 
lenticulaires, d’environ 5 mm de long (Fig. 2). Elles contiennent jusqu’à 45 % d’huile et 25 % 
de protéines (Fernald, 1950 ; Gill, 1987).  
  
Figure 2 : Morphologie d’une plante de lin. 
Le lin présente une racine principale pivotante (1) surmontée d’une tige sur laquelle les 
feuilles sont disposées en spirale (2). L’inflorescence en forme de cyme porte des fleurs de 
type 5 (3). Après fécondation, l’ovaire donne naissance à une capsule (4) dont une coupe 
transversale montre la présence de 5 loges (5) contenant dix graines de forme ovale (6). 
(Masclef, 1891).  
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Il est possible de distinguer deux grandes variétés au sein de l’espèce Linum usitatissimum 
selon leurs utilités :  
 le lin oléagineux utilisé pour la production de graines riches en huile (35 à 45 % du 
poids sec) qui ont une forte teneur en acide gras insaturés, notamment en acide 
linoléique (C 18 : 2) et en acide linolénique (C 18 : 3) (Jain et al., 1999). Celles-ci sont 
utilisées pour la production d’huiles qui entrent dans la fabrication de peintures, vernis, 
linoléums ou pour l’alimentation humaine et animale. 
 le lin fibreux utilisé pour ses fibres qui ont une forte valeur ajoutée dans l’industrie du 
textile et un intérêt grandissant en agro-industrie. De nos jours, environ trente variétés 
de lin textile sont inscrites au catalogue officiel français des espèces et variétés 
(Tableau 1). 
 
 
 
Malgré leurs appartenances à la même espèce, ces deux catégories possèdent des 
caractéristiques différentes : le lin oléagineux possède des tiges courtes et de nombreuses 
ramifications portant chacune une inflorescence ; contrairement au lin fibreux, constitué d’une 
longue tige pouvant atteindre 0,6 à 1,2 m de haut et très peu de ramification.  
 
Tableau 1 : Exemples de variétés inscrites au Catalogue officiel français des espèces 
et variétés. (GEVES) 
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I.1.2.2 Les paramètres pédo-climatiques  
 
Les variétés de lin textiles se développent dans des régions au climat tempéré et humide, 
ce qui explique que la majorité des cultures européennes sont retrouvées en France et en 
Belgique. La France est d’ailleurs au 1er rang mondial en termes de surfaces cultivées en lin 
textile, ce qui représente aujourd’hui, plus de 97 000 ha (source : GNIS). En ce qui concerne 
les sols, le lin est peu exigeant ; même si un sol perméable, profond, silico-argileux et 
légèrement acide est plus favorable à son bon développement et permet l’obtention de fibres de 
bonnes qualités (Sultana, 1992). C’est notamment grâce à ces caractéristiques pédologiques que 
la région Normandie est le premier producteur mondial de lin textile en termes de qualité et de 
quantité. En 2016, la Normandie a en effet produit 63 % de la production française, ce qui 
représente 378 000 tonnes sur  54 750 ha (Fig. 3).  
 
Figure 3 : Les surfaces cultivées en lin textile dans le monde et plus particulièrement 
en France. 
Le tiers des surfaces cultivées en lin textile se trouve en France dont 69 % sont en 
Normandie (Chambre Régionale d’Agriculture Normandie, Edition 2016) 
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De manière générale, les cultures de lin demandent peu d’intrants. En comparaison avec 
les cultures de coton, les cultures de lin nécessitent 10 fois moins d’apports. Un apport en zinc 
est tout de même nécessaire au bon développement des variétés textiles, leur permettant de 
croitre de manière homogène sans produire de tiges latérales. L’apparition de tiges latérales 
chez les variétés textiles provoque en effet un défaut dans la production des fibres. A l’inverse, 
un apport trop important en azote provoquera le développement de plantes sensibles à la verse. 
Il est même parfois nécessaire d’utiliser un régulateur de croissance, comme le metconazole, 
qui en inhibant l’action des gibbérellines, permet d’éviter le phénomène de verse (source : 
Arvalis). 
 
I.1.2.3 Le développement de la plante 
 
Semé en Mars-Avril, le lin de printemps n’a besoin que d’une centaine de jours pour 
arriver à maturité. Les fleurs apparaissent à mi-Juin, elles s’ouvrent le matin et fanent l’après-
midi. La floraison ne dure qu’une semaine. Les fleurs de lin sont autogames, les organes mâles 
d’une fleur pollinisent les organes femelles de la même fleur. En général, quand la fleur s’ouvre, 
la fécondation a déjà eu lieu. Les fécondations croisées ne sont donc que très rares et 
généralement dues à l’intervention d’insectes. Il est possible de discerner cinq étapes de 
développement dans les cultures de lin en relation avec le développement des fibres 
périphloémiennes (Fig. 4) (Morvan et al., 1989) :  
 De la levée au stade 15 cm : au cours de cette période, les plantules de lin sont très 
sensibles au gel. Cette étape correspond à la phase d’installation durant laquelle la racine 
se développe pour atteindre une profondeur d’environ 60 cm. C’est aussi l’étape qui 
déterminera la richesse en fibres. 
 Du stade 15 cm à la floraison : c’est une étape de croissance végétative intense et de 
grande sensibilité à la verse au cours de laquelle les plantes de lin passent d’une hauteur 
de 15 cm à 80-90 cm.  
 Du stade floraison à la fructification : cette étape correspond à la formation des capsules 
qui sont encore vertes. C’est également l’étape de « remplissage » des fibres, au cours 
de laquelle les cellules subissent un fort épaississment de leur paroi secondaire. 
 Du stade capsules vertes au stade capsules jaunes : les fibres ont alors atteint leur 
maturité.  
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 Du stade capsules jaunes au stade capsules brunes : c’est la maturité des graines. Les 
tiges de lin se défolient et prennent une couleur jaune.  
 
 
 
 
Figure 4 : Les stades de développement du lin fibre. 
De la levée à la fin du stade d’installation, les plantes de lin sont frêles et sensibles au gel 
(1). Le lin subit ensuite une phase de croissance végétative intense qui se termine par la 
différenciation des méristèmes apicaux en méristèmes floraux (2). Les plantes fleurissent 
sur une courte période (3) avant de passer au stade capsules vertes (4) puis au stade 
capsules brunes (5) où les plantes de lin sont matures et prêtes à être arrachées. (Adapté de 
Arvalis, 2016) 
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I.1.2.4 De la récolte à l’obtention des fibres 
 
L’obtention des fibres techniques se déroule en plusieurs étapes clés une fois la maturité 
atteinte. Mi-Juillet, les plantes de lin sont arrachées pour être déposées sur le sol où elles 
subiront le rouissage. Cette étape permet d’entamer la séparation des fibres de la paille grâce à 
l’action des microorganismes du sol et des alternances pluie-soleil. C’est une étape clé qui 
demande beaucoup de savoir-faire de la part des liniculteurs. Les tiges de lin doivent en effet 
être retournées de façon régulière pour éviter le pourrissement. Les lins sont ensuite ramassés 
et emportés en usine où ils subiront le teillage. Cette dernière étape, qui consiste à battre les 
tiges de lin, permettra la séparation définitive des différents constituants : la paille sous forme 
d’anas, les étoupes (fibres courtes inutilisables pour l’industrie du textile) et les fibres longues. 
Ces dernières sont ensuite triées manuellement avant d’être pressées puis filées. Suite au 
teillage, les fibres longues entreront majoritairement dans l’industrie du textile. Les étoupes 
(fibres courtes) serviront essentiellement à la fabrication de matériaux composites, de même 
que les anas qui pourront également être utilisés en tant que litière pour les animaux ou paillage 
en horticulture. Les graines sont récoltées pour être utilisées en tant que semences pour les 
prochaines cultures. 
Il existe d’autres types de rouissage que celui effectué au sol : le rouissage à l’eau, 
technique de plus en plus abandonnée pour des raisons écologiques, consiste à incuber les tiges 
de lin dans des cuves d’eau à 37°C où les bactéries anaérobies viendront dégrader les ciments 
intercellulaires (Sharma et al., 1992) ; le rouissage chimique quant à lui consiste à plonger les 
tiges de lin dans des bains d’acides ou de bases sous atmosphère contrôlée. Cette méthode très 
polluante, dont le rapport qualité-prix n’est pas avantageux, reste très peu utilisée. Enfin, le 
rouissage enzymatique, où un cocktail d’enzymes est pulvérisé ou incubé sur les tiges de lin, 
est une technique qui semble efficace mais dont le coût limite son utilisation. 
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I.1.2.5 Les tiges de lin 
 
En coupe transversale, l’anatomie d’une tige de lin s’organise de manière concentrique : 
en périphérie de la tige se trouvent l’épiderme et le parenchyme cortical qui forment le cortex. 
Le cylindre central est constitué de la lacune centrale entourée par le parenchyme médullaire. 
Le cortex et le cylindre central sont séparés par les faisceaux conducteurs : le xylème et le 
phloème. C’est sur la face externe de ce dernier que se développent les fibres périphloémiennes 
(Fig. 5A et B). 
Les fibres de lin s’organisent en faisceaux fibreux au sein de la tige (Fig. 5C). Ces 
faisceaux sont constitués de cellules multi-nucléées ne présentant pas de cloison interne, les 
fibres élémentaires. Celles-ci sont fortement liées les unes aux autres par un ciment interstitiel. 
Il est possible de discerner trois zones au sein d’une tige selon la distribution et la taille des 
fibres élémentaires : au sein de la partie basale (dans les dix premiers centimètres au-dessus du 
collet), les fibres élémentaires sont nombreuses, courtes et présentent un lumen important. Les 
fibres élémentaires les plus longues sont retrouvées dans la partie médiane (de 10 à 60 cm), 
celles-ci sont des cellules faisant jusqu’à 150 mm et possèdent un très petit lumen. La partie 
apicale, quant à elle, est en majorité constituée de fibres courtes (Fig. 6). La fibrogenèse et les 
caractéristiques des fibres de lin sont développés dans le chapitre 2.
Figure 5 : Organisation tissulaire d’une tige de lin. 
A : schématisation d’une coupe transversale de tige de lin. B : Coupe transversale d’une 
tige de lin colorée au bleu de méthylène. C : Faisceau fibreux (pointillés blancs) composés 
de plus de 30 fibres élémentaires au sein d’une tige de lin mature de 98 jours (d’après His 
et al., 2001). 
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Figure 6 : Hétérogénéité des fibres élémentaires dans la tige de lin. (Day, 2004) 
  
 
  
13 
 
Partie 2 :  
Les fibres et leurs propriétés 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUCTION   Partie 2 : Les fibres et leurs propriétés 
 
 
14 
 
 
Figure 7 : Organisation pariétale des cellules des fibres de lin. 
A : Cellules fibreuses de lin en phase végétative de croissance observées au microscope 
électronique à transmission. La lamelle moyenne (ML) permet la jonction entre les deux 
cellules fibreuses. La paroi primaire (CW I) est encore épaisse et nettement visible. La paroi 
secondaire (CW II) est en développement. Le cadre blanc indique la localisation du 
cytoplasme (d’après Gorshkova et al., 2005). B : Cellules fibreuses de lin mature observées 
en microscopie électronique à transmission. La paroi primaire (PCW) très fine se retrouve 
écrasée contre la lamelle moyenne. La paroi secondaire (SCW) très épaisse représente 95 
% de la section de la cellule (d’après Morvan et al., 2003). V : vacuole, N : noyau, L : 
lumen, Cj : jonction cellulaire. 
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 Les propriétés des fibres végétales varient considérablement selon de nombreux 
paramètres : leur structure, leur diamètre, leur degré de cristallinité, la présence et la taille des 
pores, leur origine (tige, graines, feuilles), mais également des conditions de culture. L’ajout de 
fibres végétales dans les matériaux composites est de plus en plus étudié, d’une part pour leurs 
propriétés physico-chimiques qui permettent de réduire la taille et le poids des matériaux tout 
en améliorant la résistance mécanique, et d’autre part pour des raisons économiques et 
écologiques. 
 
I.2.1 Les fibres ligno-cellulosiques du lin 
 
I.2.1.1 Fibrogenèse des fibres de lin  
 
 Le développement des faisceaux fibreux se caractérise par le regroupement des fibres 
élémentaires en massifs circulaires. Ces fibres élémentaires se différencient à partir de  cellules 
initiales situées à la périphérie du protophloème (Esau, 1942 ; 1943). Le développement des 
cellules constituant les faisceaux fibreux est centripète (Jacquemart et Fourcroy, 1961), les 
cellules les plus externes se développant en premier.  Au stade floraison, la richesse en fibres 
est atteinte. Celles-ci ont atteint leurs tailles maximales et commencent, ce que les liniculteurs 
appellent, « le remplissage » qui consiste en un épaississement pariétal. A maturité, les fibres 
élémentaires sont en effet constituées d’une paroi primaire fine et d’une paroi secondaire 
épaisse qui représente jusqu’à 95 % de la section transversale des cellules (Fig. 7). Il est à noter 
que l’épaississement de cette paroi secondaire intervient au cours du développement de la plante 
pour les fibres situées en dessous du « snap point », environ 8 cm en dessous de l'apex 
(Gorshkova et al., 2003 ; Bourmaud et al., 2015). Les fibres se trouvant au-dessus de ce point 
sont des fibres jeunes en pleine élongation. 
 
I.2.1.2 La paroi cellulaire des fibres ligno-cellulosiques  
 
Les cellules végétales se caractérisent par la présence d’une paroi. Cette structure 
extracellulaire se divise en trois couches : l’adhésion entre deux cellules contiguës est permise 
grâce à la lamelle moyenne (Saka et Goring, 1983). Cette assise extracellulaire hydrophile, 
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commune aux deux cellules adjacentes est la plus périphérique. La paroi primaire se 
développe entre la membrane plasmique et la lamelle moyenne. Cette assise, élastique et 
remodelable est présente chez toutes les cellules végétales jeunes en croissance (Carpita et 
Gibeaut, 1993). Enfin, chez certaines cellules se développe une paroi secondaire. 
Contrairement à la paroi primaire, cette dernière est peu hydratée et inextensible. Elle est 
caractéristique des cellules possédant une fonction de soutien et / ou de conduction 
(Mellerowicz et al., 2001). Les parois secondaires sont constituées de trois couches (S1, S2 et 
S3) différentiables par leur composition et l’orientation des éléments structuraux (Fig. 8). Cette 
paroi secondaire apparaît une fois la taille définitive de la cellule atteinte. Son apparition au 
sein des fibres correspond donc à l’étape de « remplissage » au moment où les fibres 
élémentaires ont atteint leur taille maximale. 
La paroi primaire des cellules est composée d’un réseau fibreux de cellulose et 
d’hémicelluloses inclus dans une matrice de nature pectique incluant des glycoprotéines. La 
paroi secondaire se met en place par des dépôts de composés polysaccharidiques et 
polyphénoliques.  
 
  
Figure 8 : Diagramme schématique de l'organisation de la paroi d'une cellule 
xylémienne. 
L'orientation des microfibrilles de cellulose dans les différentes couches pariétales (lamelle 
moyenne, paroi primaire et paroi secondaire) et sous couches de la paroi secondaire (S1, 
S2 et S3) est indiquée sur le schéma. (Adapté de Dinwoodie, 1975) 
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I.2.1.2.1 La cellulose 
 
La cellulose est la molécule organique la plus abondante sur Terre. Elle représente chez 
les eudicotylédones environ 30 % de la masse sèche des parois primaires et jusqu’à 90 % de la 
masse sèche des parois secondaires (Preston, 1986). C’est une supramolécule linéaire de 
formule (C6H12O6)n synthétisée au niveau de la membrane plasmique par un complexe 
enzymatique de cellulose synthases organisées en rosette (Paredez et al., 2006). Au sein des 
parois secondaires, la cellulose possèderait un degré de polymérisation plus important que dans 
les parois primaires (Delmer et Amor, 1995). Les microfibrilles de cellulose, constituées de 36 
chaînes de glucanes, sont liées entre elles par des forces de Van der Walls et des liaisons 
hydrogènes. Elles peuvent se lier entre elles au sein des parois secondaires pour former des 
macrofibrilles (Fig. 9) (Delmer et Amor, 1995). Celles-ci possèdent des degrés d’inclinaison 
variables selon la couche observée : en S1 et S3, les macrofibrilles de cellulose apparaissent 
très inclinées par rapport à l’axe de la cellule contrairement à la couche S2 où elles s’organisent 
de façon parallèle à l’axe. 
 
 
Figure 9 : Représentation schématique de la cellulose. 
Au sein des parois, la cellulose s’organise en macrofibrilles, elles-mêmes constituées de 
microfibrilles. Les chaînes linéaires de la cellulose sont composées d’une répétition de 
motifs cellobiose (deux résidus de D-glucopyranoses liés en β-1,4) (Réf. web 1: société 
chimique de France ©). 
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Figure 10 : Représentation schématique des principales pectines (A) et de leurs 
modes de liaisons au sein de la paroi (B). 
Les pectines sont constituées de 4 domaines : les HGs (chaînes linéaires d’acides D-
galacturoniques), les xylogalacturonanes (chaînes d’acides D-galacturoniques substituées 
par des résidus xyloses), le RG-I (constitué d’une alternance d’acides D-galacturoniques et 
de rhamnoses, substitués par des chaînes d’arabinoses et de galactoses) et le RG-II 
(constitué d’une chaîne d’acides D-galacturoniques substituée par une grande diversité de 
monosaccharides) formant des dimères dans la paroi grâce à un atome de bore. Les 
groupements carboxyles des HGs peuvent interagir avec les Ca2+ ce qui permet la formation 
de structures en « boîte à œufs ». Le RG-II peut se dimériser via une liaison diester de borate. 
(Cosgrove, 2005 ; Harholt et al., 2010)  
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I.2.1.2.2 Les hémicelluloses 
 
Les hémicelluloses représentent 30 % de la masse sèche des parois primaires et 10 à 20 
% de la masse sèche des parois secondaires (Goodwin et Mercer, 1990 ; Carpita et Gibeaut, 
1993). Ce sont des polysaccharides ramifiés constitués d’une chaîne principale de D-pyranosyl. 
Leurs biosynthèses s’effectuent dans l’appareil de Golgi avant d’être excrétés dans la matrice 
extracellulaire (Carpita et al., 1996). Selon l’espèce végétale et l’origine tissulaire, la 
composition des hémicelluloses varie. Les xyloglucanes, sont constitués d’une chaîne de β-
(1,4)-D-glucose substitué en C6, le plus souvent par des résidus xylose, xylose-galactose ou 
xylose-galactose-fucose (Scheller et Ulvskov, 2010). Les xylanes sont des polymères de résidus 
xylose liés en β-(1,4), qui peuvent être substitués en C2 ou C3 par de courtes chaînes de résidus 
arabinose (arabinoxylanes) et / ou d'acides glucuroniques généralement 4-0-méthylés 
(glucurono-arabinoxylanes),  et plus rarement de résidus galactose. Les glucomannanes sont 
formés par une chaîne principale de résidus glucose et mannose liés en β-(1,4). 
Occasionnellement, un résidu galactose peut se lier aux C6 des glucoses et mannoses de la 
chaîne principale. Il a été mis en évidence la présence de xyloglucanes, xylanes et de 
glucomannanes dans les fibres de lin (Van Hazendonk et al., 1996 ; Mooney et al., 2001). 
 
I.2.1.2.3 Les pectines  
 
Les pectines sont principalement retrouvées au sein de la lamelle moyenne et de la paroi 
primaire, où elles représentent environ 35 % de la masse sèche. Elles sont synthétisées dans 
l’appareil de Golgi puis excrétées dans la paroi par le biais de vésicules. Elles ont un rôle 
important dans l’adhésion cellulaire, la porosité et l’élasticité de la paroi, mais également dans 
les mécanismes de défenses des plantes. Parmi les pectines, trois principaux motifs ont été 
décrits (Fig. 10) :  
 Les homogalacturonanes (HGs), constitués d’une chaîne linéaire d’acide D-
galacturoniques (GalA). Ces HGs sont sécrétés sous formes méthylées au niveau du C6 
et acétylées. Le degré de méthylation est régulé au niveau de la paroi par l’action de 
pectine méthylestérases (PMEs), ce qui engendre l’apparition de groupements 
carboxyles. Ces groupements, en présence de Ca2+, permettent l’interaction de deux ou 
plusieurs chaînes d’HGs, formant ainsi une structure en « boite à œufs » rigidifiant la 
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paroi. Les C3 des chaines d’HGs peuvent également être substitués par des résidus 
xylose. On parle alors de xylogalacturonane.  
 Le rhamnogalacturonane de type I (RG-I) est constitué d’une alternance de résidus 
acides galacturoniques liés en α-(1,4) et de rhamnoses liés en α-(1,2). Des chaînes 
latérales d’α-(1,5)-arabinanes, de β-(1,4)-galactanes ou d’arabinogalactanes de type 1 
peuvent venir se greffer sur le C4 des rhamnoses (Lerouge et al., 1993; Caffall and 
Mohnen, 2009). 
- Le rhamnogalacturonane de type II (RG-II), dont la structure est très conservée au cours 
de l’évolution, est complexe et comprend plusieurs monosaccharides assez rares. Il se 
compose en effet d’un squelette d’α-(1,4)-galacturonanes sur lequel sont insérées quatre 
chaînes latérales différentes (A, B, C et D). Ces chaînes latérales contiennent une grande 
diversité de monosaccharides et de liaisons. Le RG-II peut se dimériser via une liaison 
diester de borate, ce qui permettrait de renforcer la paroi (O’Neill et al., 2001 ; Caffall 
and Mohnen, 2009 ; Dumont et al., 2014). 
Des galactanes liés à des RG-I partiellement acétylés, des arabinanes, des RG-II et des 
HGs ont été identifiés dans les fibres de lin (Girault et al., 1997 ; His et al., 2001 ; Gorshkova 
et al., 2004). Les teneurs en pectines semblent diminuer au cours de la maturation des fibres, 
de même que leurs compositions, notamment au niveau de la lamelle moyenne ; cette dernière 
semblant s'enrichir en HGs (Lewin, 1958 ; Sharma et al., 1999). 
 
I.2.1.2.4 Les lignines 
 
Les lignines sont présentes de manière constitutive dans la paroi des cellules de soutien 
et de conduction. Ce polymère complexe et hétérogène peut également être synthétisé dans 
toutes les parois cellulaires en réponse à un stress biotique ou abiotique. Les lignines résultent 
de la polymérisation de trois monomères de la famille des phénylpropanoïdes : l’alcool para-
coumarylique, l’acool coniférylique et l’alcool synapylique qui forment respectivement, au sein 
des lignines, les sous-unités H (Hydroxyphényle), G (Gaïacyle) et S (Syringyle) (Fig. 11). Les 
proportions relatives de chacune de ces sous-unités sont variables. Elles sont généralement 
fonction de l’espèce végétale et de son embranchement au sein de la classification 
phylogénétique, du tissu, mais également de l’assise pariétale. Ainsi, chez les Angiospermes, 
les lignines sont majoritairement constituées des sous-unités G et S (lignine G-S), la sous-unité 
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H étant présente en très faible quantité. Au contraire, chez les Gymnospermes, les lignines sont 
principalement composées de sous-unité G, tandis que les plantes herbacées contiennent des 
lignines de type H-G-S, les proportions des trois sous-unités étant équivalentes (Faix, 1991). 
Chez le lin, les fibres sont considérées hypolignifiées. En effet, le taux de lignine 
représente 1.5 % à 4.2 % de la masse sèche des parois des fibres libériennes, alors qu’elle 
représente environ 30 % de la masse sèche des cellules xylémiennes. Des lignines de types G 
sont majoritairement retrouvées au sein des lamelles moyennes, des jonctions tri-cellulaires et 
de la couche S1 de la paroi secondaire, tandis qu’un faible taux de lignines de types G-S est 
retrouvé au sein de cette paroi (Day et al., 2005). 
  
Figure 11 : Structure des trois alcools phénylpropénoïques et des sous-unités qui en 
dérivent dans la lignine. 
R : H ou un autre monolignol. (D’après Whetten et al., 1998) 
INTRODUCTION   Partie 2 : Les fibres et leurs propriétés 
 
 
22 
 
I.2.1.2.5 Les protéines pariétales 
 
La paroi contient également des glycoprotéines telles que les HRGPs (Hydroxyproline-
Rich GlycoProteins). Cette famille de protéines est constituée des AGPs (ArabinoGalactane 
Protéines), des hydroxyproline/Proline-Rich Proteins (PRPs) et des extensines. Ces 
glycoprotéines sont constituées d’un squelette protéique riche en motifs Serine-
Hydroxyproline, séparés par des régions riches en Tyrosine (Tyr), Lysine (Lys) et Histidine 
(His) (Fig. 12). Le squelette protéique des extensines est O-glycosylé au niveau des résidus 
sérine, par un résidu galactopyranose et par des chaînes d’arabinofuranose au niveau des résidus 
hydroxyproline (Fig. 12A) (Velasquez et al., 2012 ; Castilleux et al., 2018). Les AGPs sont 
généralement ancrées à la membrane plasmique via une ancre GPI 
(GlycosylPhosphatidylInositol) ou peuvent être relâchées au sein de la paroi (Seifert and 
Roberts 2007 ; Nguema-Ona et al., 2013 ; Pereira et al., 2015). Les AGPs sont aussi O-
glycosylées au niveau des résidus hydroxyprolines par des chaines d’arabinogalactanes de type 
2, pouvant elles-mêmes contenir des résidus fucose, rhamnose, xylose ou des acides 
glucuroniques (Fig. 12B). 
  
Figure 12 : Représentation schématique des glycoprotéines pariétales. 
A : structure des extensines de tomate (Kieliszewski et Lamport, 1994). B : structure des 
AGPs (Nguema-Ona et al., 2013) 
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I.2.2 Caractéristiques des fibres  
 
Les fibres peuvent avoir différentes origines : les feuilles, comme par exemple le sisal ou 
l’ananas ; les fruits (noix de coco) ou le liber, comme c’est le cas pour les fibres de lin, de kénaf, 
de chanvre ou de jute. Ces dernières ont un rôle de soutien au sein de la tige. Par exemple, le 
chanvre ou le jute ont une croissance de la tige de 2 à 4 m de haut pour un diamètre moyen de 
1 à 3 cm.  
 
I.2.2.1 Localisations des fibres 
 
Selon la plante, les fibres peuvent avoir différentes localisation. Les fibres du sisal 
(Agave sisalana), par exemple, ont trois origines possibles : la périphérie de la feuille, le 
« ruban » et le xylème (Fig. 13). Les fibres les plus utilisées sont celles se localisant à la 
périphérie des feuilles, appelées aussi fibres mécaniques. Les fibres du ruban, localisées sur la 
ligne médiane des feuilles sont associées aux tissus conducteurs, ce sont les fibres les plus 
longues et les plus résistantes, qui ont cependant tendance à se dissocier au cours des procédés 
d’extraction. Les fibres du xylème, quant à elles, se développent en vis-à-vis des fibres du 
ruban. Elles ont une forme irrégulière et sont facilement cassées lors des procédés d’extraction 
(Bisanda et Ansell, 1992 ; Li et al., 2000). Enfin, chez le lin ou le chanvre, les fibres libériennes 
se développent en faisceaux fibreux au sein des tiges, à la périphérie des vaisseaux du phloème. 
Le développement des fibres libériennes est en corrélation directe avec la croissance de la plante 
(Morvan et al., 1989 ; Crônier et al., 2005). Ainsi, un défaut de croissance dû à un stress, qu’il 
soit biotique ou abiotique, aura une répercussion directe sur la qualité des fibres. En effet, un 
stress osmotique provoquera un retard dans l’élongation, et donc une hétérogénéité au sein des 
fibres (Chemikosova et al., 2006). Cependant, les fibres de lin présentent une hétérogénéité 
constante. Elle peut être due à la morphologie des fibres qui est propre à chaque variété (Alix 
et al., 2009), aux pratiques culturales (Norton et al., 2006) ou au niveau de maturité des plantes 
au moment de l’arrachage (Bédouet et al., 2006). 
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Figure 13 : Les fibres du sisal (Agave sisalana). 
Plantes de sisal (A) dont sont extraites les fibres (B).  
(C) Représentation schématique d’une coupe transversale d’une feuille de sisal. 
(D) Représentation schématique des faisceaux fibreux des fibres mécaniques. 
(Bisanda et Ansell, 1992) 
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I.2.2.2 Propriétés  
 
Les fibres de verre, de carbone ou d’aramide ont l’avantage d’avoir des propriétés définies 
et homogènes, ce qui est un avantage certain pour le renforcement des composites, permettant 
la production de matériaux aux qualités constantes. Cependant, ces matériaux sont difficilement 
recyclables du fait de la forte cohésion entre les différents constituants. De ce fait, l’intégration 
de fibres d’origines végétales dans les matériaux composites prend de plus en plus d’ampleur. 
Néanmoins, les propriétés physico-chimiques de ces fibres varient considérablement en 
fonction de leur teneur en cellulose, hémicelluloses et lignines. Par ailleurs, les fonctions 
hydroxyles de la cellulose confèrent des propriétés hydrophiles aux fibres ligno-cellulosiques, 
qui peuvent atteindre un taux d’humidité de 12,6 %. Cette caractéristique provoque un faible 
taux d’adhésion entre les fibres et la matrice du composite, et rend nécessaire une modification 
de celles-ci via des méthodes physiques (traitements thermiques, étirements, calandrage…) et / 
ou chimiques (Bledzki et al., 1996). Les propriétés mécaniques des fibres sont également 
corrélées au degré de polymérisation (DP) de la cellulose, qui détermine en partie l’élasticité et 
la rigidité des fibres. Les lignines présentes au niveau des lamelles moyennes et des jonctions 
tri-cellulaires permettent la cohésion des fibres élémentaires entre elles. Cependant, un taux 
trop important de lignines au sein des fibres les rend moins élastiques. 
Les compositions chimiques de différentes fibres végétales ont été décrites (Tableau 
2). Les fibres de lin et de chanvre sont comparables, elles varient essentiellement au niveau de 
leurs compositions en pectines (2,3 % de la masse sèche pour le lin et 0,9 % pour le chanvre) 
et en lignines (respectivement, 2,2 % et 3,7 %). Les fibres de jute et de sisal, quant à elles, 
possèdent des taux de lignines nettement supérieurs (respectivement, 13,0 % et 8,0 %).  
  Tableau 2 : Composition chimique et paramètres structuraux de fibres végétales 
(adapté de Bledzki et al., 1996) mT : massse totale 
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En termes de propriétés mécaniques (Tableau 3), les fibres de chanvre possèdent un 
module d’élasticité (module de Young) très élevé en comparaison des autres fibres végétales. 
Le chanvre possède donc des fibres dites « rigides », malgré un taux de lignines assez faible. 
Ceci peut être corrélé au degré de spiralité de la cellulose, plus faible que pour les autres fibres 
végétales. En effet, le degré de spiralité de la cellulose correspond à l’orientation des 
microfibrilles de cellulose par rapport à l’axe de la cellule. La résistance à la traction (i.e. limite 
d’élasticité) correspond au domaine dans lequel, au cours d’un essai de traction, un matériau se 
déforme de façon irréversible. Une grande variabilité de résistance à la traction (500 à 1500 
MPa) est référencée pour les fibres de lin. Ceci pouvant s’expliquer par l’apparition de zones 
de faiblesse (i.e. structures « genoux », Fig. 14) au sein des fibres de lin, suite aux contraintes 
d’étirement et de compression. Il est à noter que ces structures « genoux » peuvent apparaitre 
en cas de verse pendant les cultures.  
 
Tableau 3 : Propriétés mécaniques de fibres végétales (adapté de Mahjoub et al., 2014) 
Figure 14 : Observation en microscopie électronique à balayage de la formation des 
structures « genoux » sur les fibres de lin. 
Les structures genoux (A) provoquent l’apparition de zones de faiblesse (flèches) (B) sur 
les fibres de lin (adapté de Baley et al., 2004) 
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Malgré la diversité des pathogènes présents dans l’environnement, le développement 
d’une maladie chez les plantes reste un cas exceptionnel. En effet, le développement de la 
maladie aura lieu en cas de relations dites compatibles entre la plante et le pathogène. Ce dernier 
est alors virulent et la plante dite sensible. En cas de relations dites incompatibles, la plante ne 
développe pas de symptôme. Elle est alors tolérante voire résistante et le pathogène avirulent. 
Le type de relation sera déterminé en fonction de la capacité de la plante à détecter le pathogène, 
et à mettre en place ses mécanismes de défense, et celle du pathogène à contourner les défenses 
de la plante (Dangl et Jones, 2001). 
Une première ligne de défense, dite passive, inclut des barrières physiques constitutives 
telles que la cuticule, les trichomes, la paroi cellulaire ou les cellules frontières de la racine 
(Levin, 1973 ; Vorwerk et al., 2004 ; Driouich et al., 2013 ; Serrano et al., 2014). A savoir que 
ces deux dernières interviennent également dans les mécanismes de résistance active. Cette 
deuxième ligne de défense se met en place une fois le pathogène détecté. 
 
I.3.1 La résistance active 
 
I.3.1.1 La détection du pathogène 
 
La reconnaissance du pathogène est un élément clé permettant d’enclencher les 
mécanismes de défense chez les plantes. Cette détection est permise grâce à des signaux qui 
peuvent avoir différentes origines : les MAMPs (Microbe-Associated Molecular Patterns), issus 
de micro-organismes qu’ils soient bénéfiques ou pathogènes (Boller et Felix, 2009 ; Millet et 
al., 2010 ; Yu et al., 2017) ou les PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) qui sont 
plus particulièrement issus des pathogènes (Boller et Felix, 2009 ; Choi et Klessig, 2016 ; Yu 
et al., 2017). Enfin, ces signaux peuvent aussi être issus de la plante elle-même, suite à la 
dégradation de la paroi végétale par le pathogène, on parle alors de DAMPs (Damage-
Associated Molecular Patterns) (Boller et Felix, 2009 ; Yu et al., 2017). Ces composés, aux 
propriétés élicitrices, sont de natures variées et peuvent être constitutifs du micro-organisme 
(chitine, lipopolysaccharides, peptidoglycanes) ou des produits de sécrétion (antibiotiques, 
antifongiques, composés volatiles organiques…) (Boller et Felix, 2009 ; Lanoue et al., 2010 ; 
Yu et al., 2017). 
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Au niveau cellulaire, la reconnaissance de ces composés se fait par des récepteurs, les 
PRRs (Pattern Recognition Receptors), ce qui permet le déclenchement d’une réponse 
immunitaire rapide : la PTI (PAMP-Triggered Immunity) (Fig. 15). L’exemple le plus étudié 
est celui de la flagelline 22 (flg22) sur Arabidopsis thaliana (Chinchilla et al., 2007 ; Dunning 
et al., 2007 ; Roux et al., 2011 ; Sun et al., 2013). Ce peptide bactérien de 22 acides aminés est 
reconnu par la cellule grâce au récepteur FLS2 (Flagellin Sensitive 2), ce qui entraîne un 
changement de conformation de ce dernier, qui peut alors former un complexe avec le récepteur 
BAK1 (Brassinosteroid-insensitive 1-Associated Receptor Kinase 1). L’interaction entre ces 
deux récepteurs permet d’enclencher une cascade de signalisation aboutissant à une réponse 
immunitaire (Boller et Felix, 2009). La perception de la flg22 provoque également l’association 
du récepteur ANX1 (ANXUR1) avec le récepteur BAK1, ce qui interfère dans la formation du 
complexe FLS2-BAK1, et atténue la cascade de signalisation aboutissant à la réponse 
immunitaire (Mang et al., 2017). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I.3.1.2 Transduction du signal et réponse immunitaire  
 
La détection du pathogène par les PRRs permet de déclencher la PTI. Celle-ci se traduit 
tout d’abord par des influx de Ca2+ et de H+, ainsi que des efflux de K+ et Cl-, provoquant une 
dépolarisation de la membrane plasmique. Simultanément, l’activation des PRRs déclenche une 
cascade de phosphorylations / déphosphorylations assurées par les Mitogen-Activated Protein 
Figure 15 : Schéma représentant la PTI (PAMP-
Triggered Immunity). 
Le signal du pathogène (PAMP, Pathogen-Associated 
Molecular Pattern) est reconnu au niveau de la cellule par 
les PRRs (Pattern Recognition Receptors), ce qui provoque 
le déclenchement d’une réponse immunitaire de type PTI 
(d’après Pieterse et al., 2009). 
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Kinases (MAPKs) (Jourdan et al., 2008), ce qui aboutit à l’activation de certaines protéines. La 
PTI se traduit également par la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). Ces 
réactions permettent in fine l’activation de l’expression de gènes de défense, le renforcement 
de la paroi et le déclenchement de la réaction hypersensible (RH). Chez les plantes dites 
résistantes, la PTI est suffisamment efficace pour éliminer le pathogène. Cependant, chez les 
plantes dites tolérantes ou sensibles, ces premières réactions peuvent être contournées par le 
pathogène via la libération d’effecteurs spécifiques activant l’ETS (Effector-Triggered 
Susceptibility). La cellule peut détecter et reconnaître ces effecteurs grâce à des récepteurs 
intracellulaires : les protéines R (Résistance), conduisant à l’enclenchement de l’ETI (Effector-
Triggered Immunity) (Fig. 16). Cette réponse est similaire à la PTI, mais est plus rapide et de 
plus grande ampleur (Jones et Dangl, 2006). 
Cependant, certains micro-organismes pathogènes outrepassent ces défenses et prolifèrent 
au sein de la plante grâce à la sécrétion d’enzymes de dégradation des parois végétales. 
 
 
 
 
 
Figure 16 : Modèle schématisant la réponse immunitaire végétale et la co-évolution 
entre les plantes et les pathogènes, proposé par Jones and Dangl en 2006. 
La PTI est déclenchée chez les plantes suite à la reconnaissance des PAMPs. Chez les 
plantes sensibles ou tolérantes, le pathogène peut contourner la PTI en délivrant des 
effecteurs qui vont déclencher l’ETS. La plante peut détecter ces effecteurs et déclencher 
une réponse plus adaptée : l’ETI. Cette réponse peut de nouveau être contrée par le 
pathogène avec d’autres effecteurs, qui peuvent eux-mêmes être détectés par la plante.  
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I.3.1.3 Les médiateurs moléculaires 
 
 I.3.1.3.1 La voie des phénylpropanoïdes  
 
De manière générale, la résistance systémique acquise (SAR, Systemic Acquired 
Resistance) se met en place lors d’une relation compatible plante – pathogène (Ryals et al., 
1996). La SAR est décrite comme faisant intervenir la voie de l’acide salicylique (Dixon et al., 
2002). Cette hormone végétale est produite par la voie des phénylpropanoïdes qui résulte de la 
déamination de la phénylalanine en acide cinnamique par la phénylalanine ammonia lyase 
(PAL). Parmi les phénylpropanoïdes, on retrouve, par exemple, les phytoalexines. Ces 
métabolites secondaires sont produits par la plante suite à une interaction avec un micro-
organisme, comme par exemple la pisatine, produite chez le pois en réponse à l’attaque par 
l’oomycète Aphanomyces euteiches (Cannesan et al., 2011). L’acide cinnamique est également 
le précurseur des monolignols comme  l’alcool coniférylique. Ce monolignol, en plus d’entrer 
dans la synthèse de la lignine, possède des propriétés antifongiques. Il a été montré chez le lin, 
une production d’acide conyférylique suite à l’attaque par Melampsora lini (Keen et Littlefield, 
1979).  
 
I.3.1.3.2 La voie des octadécanoïdes 
 
La résistance systémique induite (ISR – Induced Systemic Resistance) se caractérise par 
le recrutement de l’éthylène (ET) et de l’acide jasmonique (AJ) dans les mécanismes de 
défense. L’initiation de l’ISR est provoquée par des agents bénéfiques tels que les bactéries de 
type PGPR. Les lipoxygénases (LOX) sont des enzymes clés de la voie des octadécanoïdes. 
Elles permettent l’oxydation des acides gras insaturés en oxylipines, dont les jasmonates font 
partis. Tout comme les phénylpropanoïdes, les octadécanoïdes regroupent des molécules aux 
propriétés antimicrobiennes (Howe and Schilmiller, 2002; Blée, 2002; Prost et al., 2005) 
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I.3.1.4 Implication de la paroi cellulaire dans la défense 
 
En cas de réaction de défense face à l’attaque d’un pathogène, la paroi cellulaire peut subir 
un renforcement via l’ajout de polymères nouvellement synthétisés tels que la callose. Ce 
polymère de β-(1-3)-glucane synthétisé au niveau de la membrane plasmique est produit sous 
forme de papilles grâce à des callose synthases. Des études ont montré la production de callose 
suite à une élicitation par des PAMPs tels que la chitine (Luna et al., 2011) ou la flg22 (Gómez-
Gómez et Boller, 2000 ; Zahid et al., 2017). Il a également été mis en évidence une production 
de callose au niveau racinaire, 48 heures après élicitation par la flg22 chez le lin (Plancot et al., 
2013). Le renforcement de la paroi peut également être effectué via des dépôts de lignines. La 
polymérisation de la lignine, après dégradation de la paroi, nécessiterait l’intervention des ROS, 
peroxydases et de l’acide jasmonique (Denness et al., 2011). Cette synthèse implique 
l’intervention d’enzymes de la voie des phénylpropanoïdes (PAL – Phénylalanine Ammonia 
Lyase). 
Le renforcement de la paroi peut aussi être observé via le réarrangement des 
glycoprotéines pariétales. Certaines protéines de la famille des HRGPs (décrites dans le chapitre 
I.2.1.2.5), ont été décrites comme ayant un rôle dans la défense racinaire. En effet, en présence 
de H2O2 et de peroxydases spécifiques, les extensines peuvent se lier entre elles via la formation 
de ponts isodityrosines, et ainsi former un maillage au sein du réseau pariétal pour provoquer 
son renforcement (Merkouropoulos et Shirsat, 2003 ; Deepak et al., 2010). De même, Plancot 
et collaborateurs ont montré en 2013, une réorganisation des extensines au niveau des cellules 
frontières de la racine chez le lin, suite à une élicitation par la flg22. Les AGPs ont également 
été étudiées pour leurs rôles dans la défense. Ces glycoprotéines ont la capacité d’interagir avec 
les micro-organismes du sol, qu’ils soient pathogènes ou bénéfiques. Elles sont, par exemple, 
capables de provoquer l’enkystement des zoospores du pathogène Aphanomyces euteiches 
(Cannesan et al., 2012), ou encore d’attirer les bactéries bénéfiques du genre Rhizobium afin 
de favoriser leurs associations avec la racine (Vicré et al., 2005 ; Xie et al., 2011). 
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I.3.1.5 Les protéines de défense 
 
Au cours des réactions de défense, des protéines sont spécifiquement synthétisées : les 
protéines PR (pathogenesis related) et les protéines R (Résistance). Les protéines PR produites 
au cours des réactions de défense sont dépendantes de l’hormone recrutée. En effet, certaines 
protéines PR ont été montrées comme n’intervenant que dans la voie de l’AS, et inversement, 
certains gènes de défense (PR-3, PR-4, PR-12 ou PR-13) sont induits en réponse à l’ET et/ou 
l’AJ (Pieterse et al., 2009). 
 
I.3.1.5.1 Les protéines PR 
 
Les protéines PR sont classées en 17 familles (PR-1 à 17) (Tableau 4) selon leurs 
séquences et leurs fonctions. Parmi ces protéines, certaines ont une activité enzymatique liée à 
la dégradation de la paroi du pathogène, comme les chitinases (PR-3, PR-4 ou PR-8) ou les 
glucanases (PR-2). D’autres interviennent dans le renforcement pariétal, comme celles de la 
famille des PR-9 qui regroupe des peroxydases intervenant dans la polymérisation des lignines, 
ou le « cross-linking » des extensines. Enfin, certaines ne présentent pas d’activité enzymatique, 
mais possèdent des propriétés anti-microbiennes comme celles de la famille des PR-12 
(défensines), PR-13 (thionines) ou PR-14 (protéines de transfert de lipides) (De-Paula et al., 
2008 ; Safi et al., 2015). 
 
I.3.1.5.2 Les protéines R 
 
 Les protéines R interviennent dans le déclenchement de l’ETI. Elles permettent la 
détection des motifs d’avirulence (Avr) sécrétés par le pathogène. Ces protéines regroupent plus 
de 60 gènes de résistance et peuvent être classées en 2 grandes catégories : les protéines R 
cytoplasmiques et les protéines R membranaires (Fig. 17) (Dangl et Jones, 2001 ; Hammond-
Kosack et Kanyuka, 2007). Les protéines R cytoplasmiques qui interagissent avec les Avr 
cytoplasmiques sont classées en deux catégories. Elles présentent un domaine commun appelé 
NB-ARC (nucleotide binding domain-human Apaf-1, plant R proteins and C. elegans Ced-4). 
Ce complexe est requis pour la fixation et l’hydrolyse des nucléotides triphosphate,  
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ATP et GTP (Nimchuck et al., 2003). A ce domaine se rajoute le domaine LRR (Leucine-Rich 
Repeats) en C-terminal, qui serait le récepteur des Avr. Les protéines R cytoplasmiques se 
différencient par leur région N-terminal qui est composée, soit par un domaine TIR (Toll-
Interleukin 1 Receptor), soit par un domaine CC (Coiled-Coil) qui sont impliqués dans la 
signalisation cellulaire. Les protéines R membranaires sont, elles aussi, classées en deux 
catégories : les LRR-RLP (Leucine-Rich Repeat Receptor-Like Protein) possédant un domaine 
extracellulaire LRR lié à un domaine transmembranaire et les LRR-RLK (Leucine-Rich Repeat 
Receptor-Like Kinase) qui présente en plus un domaine kinase intracellulaire (Van Ooijen et 
al., 2007 ; Moffet, 2009) 
  
  
Tableau 4 : Les familles des protéines PR et leurs fonctions putatives (Van Loon et 
al., 2006 ; Mishra et al., 2012). 
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I.3.2 Les pathogènes du lin 
 
Les principales maladies du lin sont causées par des pathogènes fongiques tels que 
Melampsora lini, qui provoque la rouille, Oïdium lini, qui induit la moisissure blanche, 
Verticilium dahliae qui provoque la verticilliose ou Fusarium oxysporum, qui entraine la 
fusariose vasculaire. Historiquement, Melampsora lini et Fusarium oxysporum ont été les plus 
grands facteurs limitant de la production de lin dans le monde. De nos jours, la rouille est 
devenue une maladie rare grâce au développement de variétés tolérantes. Cependant, la 
fusariose engendre toujours des dégâts économiques importants car il n’existe pas de moyens 
de lutte efficace à 100% (Rashid, 2003). 
 
 
Figure 17 : Représentation schématique des quatre catégories de protéines R 
(d’après Van Ooijen et al., 2007). 
Les protéines R membranaires comprennent la catégorie des LRR-RLP (Leucine-Rich 
Repeat Receptor-Like Protein) et la catégorie des LRR-RLK (Leucine Rich Repeat Receptor-
Like Kinase). Les protéines R cytoplasmiques sont classées selon leur domaine N-terminal, 
constitué d’un domaine CC (Coiled-Coil) ou d’un domaine TIR (Toll-Interleukin 1 
Receptor). ARC : Apaf-1, plant R proteins and C. elegans Ced-4, CC : Coiled-Coil, LRR : 
Leucine-Rich Repeat, NB : Nucleotide-Binding Domain, TIR : Toll-Interleukin 1 Receptor, 
PM : Plasma Membrane. 
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I.3.2.1 Les champignons du genre Fusarium 
 
Le genre Fusarium regroupe plusieurs espèces, dont de nombreuses sont pathogènes de 
grandes cultures. Ces champignons provoquent des maladies que l’on regroupe sous le terme 
de fusariose. On peut noter l’existence, par exemple, de F. culmorum qui provoque la fusariose 
du blé ou encore de F. graminearum, pathogène du maïs. Parmi toutes les espèces de Fusarium, 
on retrouve également les F. oxysporum. Ces dernières sont classées en formae speciales selon 
l’hôte dont elles sont pathogènes. Ainsi, F. oxysporum f. sp. cubense est spécifiquement 
pathogène des bananiers, de même que F. oxysporum f. sp. lycopersici est pathogène spécifique 
de la tomate ou encore F. oxysporum f. sp. lini est pathogène du lin (Fig.18). Parmi toutes les 
formae speciales de F. oxysporum, certaines sont non-pathogènes. La plus étudiée de ces 
souches non pathogènes est la Fo47. Il a d’ailleurs été montré que cette souche pouvait être 
antagoniste de souches pathogènes. En effet, l’inoculation de plants de tomates avec Fo47, 
avant le transfert en sol contaminé par F. oxysporum f sp. lycopersici permet de réduire 
significativement la sévérité de la maladie (Silva et Bettiol, 2005). 
 
 
 
 
Les F. oxysporum possèdent trois types de spores : les microconidies, les macroconidies 
et les chlamydospores (Fig. 19). Ces dernières représentent la forme de résistance du pathogène 
dans le sol. Ces spores peuvent en effet survivre une dizaine d’années dans un sol sans effectuer 
de cycle d’infection. 
 
 
Figure 18 : Exemples de fusarioses vasculaires. 
Les différentes formes spéciales de F. oxysporum sont spécifiquement pathogènes de 
plantes : F. oxysporum f. sp. cubense provoque la fusariose du bananier (A) ; F. oxysporum 
f. sp. licopersici est pathogène de la tomate (B) ou encore, F. oxysporum f. sp.lini est 
pathogène du lin (C).  
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I.3.2.2 Cycle de développement de Fusarium oxysporum 
 
Les exsudats racinaires sécrétés par la plante dans la rhizosphère provoquent la 
germination des spores de F. oxysporum. Le mycélium du champignon se développe dans le 
sol jusqu’à atteindre la racine de la plante hôte. Le champignon sécrète alors des enzymes de 
dégradation de la paroi (CWDEs, Cell Wall-Degrading Enzymes) comme des 
polygalacturonases, des pectate-lyases ou des xylanases afin de pénétrer le cortex racinaire (De 
Lorenzo et al., 1997 ; Lionetti et al., 2012). Le champignon se développe jusqu’au cylindre 
central puis commence à envahir les vaisseaux du xylème en produisant des spores. Afin de 
limiter le développement du champignon, la plante développe des « bouchons vasculaires », 
comme les tyloses qui résultent d’une expansion des cellules du xylème (Gonzalez et al., 2001). 
L’ensemble spores, mycélium et bouchons développés par la plante va provoquer une 
obstruction des vaisseaux du xylème, empêchant l’apport d’eau. C’est alors que se développent 
les premiers symptômes de la fusariose qui se traduisent par un dessèchement acropète de la 
plante et un recourbement en crosse de l’apex. En fin de cycle, le champignon développe des 
spores à la surface des feuilles et graines infectées qui, au moment du rouissage, retourneront 
au sol pour effectuer un nouveau cycle infectieux (Fig. 20).  
Les études du cycle d’infection de F. oxysporum ont surtout été réalisées sur F. oxysporum 
f. sp. lycopersici (Olivain et al., 2006).
Figure 19 : Les trois types de spores produites par Fusarium oxysporum. 
(A) Les microconidies ovales, (B) les macroconidies en forme de fuseau multisepté et (C) 
Un chlamydospore terminal avec une paroi épaisse et pigmentée. Barre d’échelle = 25 μm. 
(A et B) (Leslie et Summerell, 2006) ; (C) (Fourie et al., 2011). 
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Figure 20 : Cycle infectieux de F. oxysporum (Perez-Nadales et al., 2014) 
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Partie 4 : 
Les biocontrôles 
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Avec la volonté de réduire l’utilisation des pesticides chimiques, différents moyens de 
lutte non toxiques pour l’environnement se sont mis en place. Ces moyens regroupent 
l’utilisation d’organismes vivants (micro ou macro-organismes) ou de molécules naturelles ou 
chimiques. Parmi ces catégories, on retrouve les SDPs (Stimulateurs de Défense des Plantes) et 
les bactéries bénéfiques. 
 
I.4.1 Les stimulateurs des défenses des plantes  
 
Les SDPs, aussi appelés stimulateurs des défenses naturelles (SDN) sont des molécules 
d’origine naturelle ou synthétique. Ces molécules agissent de façon similaire aux PAMPs, en 
déclenchant la PTI, et ainsi, permettent à la plante de résister de manière plus efficace contre 
un pathogène.  
Parmi les SDP d’origine naturelle, on retrouve, par exemple, l’Iodus 40®. Homologué 
en France par la société Goëmar en 2002, l’Iodus 40® est un extrait d’algue brune (Laminaria 
digitata) dont le composé actif est la laminarine, oligosaccharide de β-(1-3)-glucanes. Ce 
produit permet une protection efficace du blé tendre (Triticium aestivum) pendant une 
quarantaine de jours contre l’oïdium provoqué par Blumeria graminis f. sp. tritici et la 
septoriose (Septoria tritici) (Renard-Merlier et al., 2007). Les modes d’action de la laminarine 
ont été étudiés chez le tabac (Nicotiana tabacum) par Klarzynski et collaborateurs en 2000. Il a 
été mis en évidence une dépolarisation de la membrane plasmique, une production d’H2O2 et 
une activation des MAPKs, ainsi qu’une production de la PAL, de protéines PR et de 
phytoalexines.  
Concernant les SDP d’origine synthétique, la recherche se tourne vers les hormones 
végétales, comme l’acide salicylique et ses analogues (INA – acide 2,6-dichloroisonicotinique ; 
BTH – benzothiadiazole). Il a en effet été montré qu’une application d’acide salicylique chez 
Arabidopsis ou le riz est suffisante pour activer l’expression de gènes codant pour des protéines 
PR (Dempsey et al., 1999; Iwai et al, 2007). Par ailleurs, les brassinostéroïdes (BR) apparaissent 
comme de potentiels candidats à la formulation de SDP. En effet, les BR ont été montrés comme 
capables, par exemple, d’améliorer la résistance du tabac contre le TMV (Tobacco mosaic 
virus), Pseudomonas syringae et l’oïdium (Nakashita et al., 2003). De plus, les BR sont des 
analogues structuraux de stéroïdes de mammifères dont la progestérone, l’aldostérone ou la 
INTRODUCTION   Partie 4 : Les biocontrôles 
 
 
44 
 
pregnenolone (Bajguz et Tretyn, 2003 ; Bajguz, 2007). Cette dernière pouvant également être 
retrouvée chez les plantes (Kobayashi et al., 1987). 
 
I.4.2 Les bactéries bénéfiques  
 
Les bactéries bénéfiques de la rhizosphère, appelées aussi PGPR (Plant Growth 
Promoting Rhizobacteria) sont des bactéries naturellement présentes dans les sols. Plusieurs 
genres de bactéries ont été identifiées en tant que PGPR, cependant, les deux genres 
prédominants sont les Pseudomonas spp et Bacillus spp (Podile et Kishore, 2007). Ces bactéries 
peuvent avoir un effet direct sur la plante, en améliorant son développement et/ou en élicitant 
ses défenses, ou de façon indirecte, elles sont capables de limiter la croissance des phyto-
pathogènes en colonisant de manière plus efficace la rhizosphère ou par la sécrétion d’enzymes 
et/ou de toxines dirigées contre les pathogènes (Compant et al., 2005 ; Berg, 2009 ; Beneduzi 
et al., 2012) 
 
I.4.2.1 Effets des PGPR sur le développement des plantes  
 
Tout d’abord, il faut noter que les bactéries de types PGPR peuvent être exophytes ou 
endophytes. Dans le premier cas, les PGPR se développent au sein de la rhizosphère, à la surface 
racinaire, voire dans les premières couches superficielles de la racine. Dans les relations 
endophytes, les bactéries résident dans les espaces apoplastiques de la racine  (Vessey, 2003). 
L’exemple le plus étudié des bactéries endophytes est celui des Rhizobium. Dans ce cas de 
symbiose particulier Rhizobium – légumineuse, la plante attire les bactéries via la sécrétion de 
flavonoïdes. En réponse, les bactéries sécrètent des facteurs Nod, permettant la reconnaissance 
entre les deux partenaires. Les bactéries seront ensuite internalisées dans la racine au sein de 
nodules (Spaink, 2000).  
Les PGPR sont connues pour améliorer la croissance des plantes. Ceci se traduit, entre 
autres, par une augmentation de la biomasse et architecture racinaire et/ou foliaire. Les PGPR 
permettent en effet, d’améliorer l’absorption des nutriments par différents moyen : (1) en 
rendant bio-disponible l’azote atmosphérique (Malik et al., 1997 ; Steenhoudt et Vanderleyden, 
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2000 ; Bhattacharyya et al., 2012), (2) en augmentant la disponibilité des minéraux comme le 
fer, les sulfates ou le phosphore (Cornelis et Matthijs 2002), (3) en améliorant la capacité de la 
plante à mettre en place d’autres symbioses et (4) en provoquant une augmentation de la surface 
racinaire (Kloepper et al., 1980 ; Miransari, 2014). La plupart des PGPR sont en effet capables 
de produire des phytohormones telles que l’IAA (Indole-3-Acetic Acid), connu pour son rôle 
dans la rhizogenèse, des cytokinines ou des gibbérellines. De même, elles peuvent contrôler le 
taux d’éthylène en produisant de l’ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylate) déaminase. A 
forte concentration, l’éthylène inhibe la croissance végétative tandis qu’il favorise la croissance 
à faible concentration. L’ACC étant le précurseur de l’éthylène, en produisant de l’ACC 
déaminase, les bactéries réduisent la production d’éthylène et ainsi favorisent la croissance 
végétative. Park et collaborateur (2015) ont, par exemple, montré la capacité de certaines 
souches de Bacillus, dont B. subtilis GB03, à améliorer la croissance végétative chez le 
kalanchoé (Kalanchoe daigremontiana) (Fig. 21). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I.4.2.2 Le pouvoir compétiteur des PGPR 
 
L’association entre les PGPR et les plantes va dépendre de la capacité des bactéries à 
détecter la plante, à coloniser la rhizosphère et à adhérer à la racine (voire à l’envahir pour les 
bactéries endophytes). L’association entre les PGPR et la plante résulte d’une communication 
étroite entre les deux partenaires. En effet, les exsudats racinaires tels que les glucides et les 
acides aminés sécrétés par la plante attirent les micro-organismes par chimiotactisme (Bais et 
al., 2006 ; Huang et al., 2014). La mobilité des PGPR est donc un élément essentiel pour leurs 
capacités à atteindre la racine (De Weert et al., 2002). Une fois la rhizosphère atteinte, l’élément 
Figure 21 : Augmentation de la biomasse foliaire de Kalanchoe daigremontiana 
suite à l’inoculation par B. subtilis GB03 (Park et al., 2015) 
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qui déterminera la survie des PGPR est leur capacité à s’y établir et donc à former leur biofilm. 
Il a été démontré par Beauregard et collaborateurs en 2013, que des pectines, des 
arabinogalactanes et des xylanes d’Arabidopsis thaliana favorisaient la formation de biofilm 
de B. subtilis sur la surface racinaire. De même, la sécrétion d’acide malique par A. thaliana et 
la tomate permet de stimuler les gènes impliqués dans la formation des biofilms de B. subtilis 
(Vlamakis et al., 2013). 
Les PGPR ont également la capacité d’inhiber la colonisation de la rhizosphère par 
d’autres micro-organismes, dont les pathogènes. Elles sont en effet capables de rendre 
indisponibles les éléments nutritifs du sol, comme le fer, par la sécrétion de sidérophores 
(Liangyan et al., 2011 ; Beneduzi et al., 2012). Les PGPR peuvent également inhiber la 
croissance d’autres micro-organismes, notamment grâce à la production d’antibiotiques, de 
composés volatils organiques, de toxines et de biosurfactants (Vanittanakom et al., 1986, 
Duitman et al., 1999, Fernando et al., 2005 ; Ongena et al., 2007). La formation des biofilms 
chez les Bacillus spp, par exemple, nécessite la production de lipopeptides. Les bactéries de ce 
genre produisent plusieurs familles de lipopeptides dont les surfactines, les fengycines et les 
iturines. Les surfactines présentent des activités antibactériennes tandis que les fengycines et 
les iturines sont antifongiques (Fig. 22) (Ongena et Jacques, 2008 ; Vlamakis et al., 2013). Chez 
les bactéries du genre Pseudomonas, il a été montré une production de nombreuses molécules 
à activité antibiotiques : phloroglucinols, phénazines, pyolutéorine, pyrrolnitrine, lipopeptides 
ou encore du cyanure d’hydrogène (Haas et Keel, 2003). En plus de leurs aptitudes à limiter le 
développement des pathogènes, les PGPR sont capables de dégrader les facteurs de 
pathogénicité (toxines) mais également de produire des CWDEs dirigées contre les pathogènes 
(chitinases, β-1,3-glucanase) (Han et al., 2011 ; Berbel et al., 2018).  
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Figure 22 : Schéma de la colonisation des racines par B. subtilis. 
En formant son biofilm, B. subtilis sécrète des surfactines à activité anti-bactérienne 
permettant d’empêcher la colonisation de la racine par P. syringae, une bactérie pathogène. 
La production de surfactines, et autres lipopeptides, permet d’enclencher la résistance 
systémique induite (ISR, Induced Systemic Resistance). (Vlamakis et al., 2013) 
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 Objectifs de la thèse 
 
Dans le but de limiter le développement de la fusariose, l’objectif de cette thèse a été 
d’étudier l’effet d’un agent de biocontôle sur les mécanismes de défense du lin. Pour cela, les 
études ont été réalisées sur deux variétés, Aramis, variété très tolérante à F. oxysporum et 
Mélina, variété plus sensible. Les graines des deux variétés ainsi que la souche de F. oxysporum 
ont été fournies par Terre de Lin (Saint-Pierre-Le-Viger, France). Dans un premier temps, deux 
genres de bactéries ont été utilisés, deux souches de Pseudomonas fluorescens et une souche de 
Bacillus subtilis, fournies par le laboratoire LMSM (Université de Rouen Normandie, Evreux, 
France). Les premières études, présentées dans le premier chapitre Résultats, ont été menées 
afin de sélectionner l’agent bactérien le plus prometteur pour la suite du projet. Par la suite, 
l’effet de B. subtilis sur l’induction des gènes de défense a été étudié au cours 
d’expérimentations réalisées in vitro. Au cours de ces études, il a également été étudié le 
potentiel effet synergique de B. subtilis en combinaison avec une molécule élicitrice, la 
Pregnénolone Sulfate (PS). Cette molécule ayant été préalablement testée sur les deux variétés 
de lin au cours de la thèse de Rim Jaber (Jaber, 2016). Finalement, le lin textile étant cultivé 
pour les propriétés de ses fibres, et dans l’objectif de mieux comprendre les réponses des plantes 
suite à l’infection par F. oxysporum et/ou l’inoculation avec B. subtilis, une étude en serre a été 
réalisée et des études sur les propriétés physico-chimiques des plantes ont été menées et sont 
présentées dans le deuxième chapitre Résultats.  
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II.1 Matériels  
 
II.1.1 Les variétés de Linum usitatissimum L. 
 
Deux variétés de lin textile de printemps ont été étudiées au cours de ce projet : Aramis, 
variété très tolérante à F. oxysporum et Mélina, variété classée comme moyennement tolérante. 
Les graines de ces deux variétés, provenant d’une récolte de 2009, ont été fournies par la 
coopérative Terre De Lin (76740 Saint-Pierre-Le-Viger). (Tableau 5) 
 
 
 
Les graines sont stérilisées en surface dans de l’éthanol 70 % pendant 15 min, puis incubées 
dans de l’eau de javel à 2,4 % pendant 10 min, suivi de 10 rinçages à l’eau distillée stérile. Les 
graines sont ensuite imbibées pendant 15 min dans de l’eau distillée stérile avant d’être 
déposées sur une grille à la surface du milieu de culture Hoagland (Hoagland et Arnon, 1950) 
(Figure 23 et Tableau 6). Les plantules sont cultivées en hydroponie à 22°C avec une 
photopériode de 16 heures, comme décrit par Vicré et al., (2005). 
 
 
 
Figure 23 : Système de culture en 
hydroponie. 
Les graines sont déposées sur une grille à la 
surface du milieu de culture (A et B). Quand 
les plantules atteignent une taille 
importante, un deuxième pot est fixé afin de 
créer de l’espace (C)  
Tableau 5 : Caractéristiques des variétés étudiées (source : Terre de Lin). 
 
S : sensible ; T : Tolérante ; TT : Très Tolérante ; TDL : Terre De Lin ; LIM : Limagrain  
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Pour les cultures en serre, les graines stérilisées sont semées sur des galettes de tourbes 
(pastilles compressées, Truffaut) préalablement imbibées dans de l’eau. Les plantules sont 
arrosées tous les deux jours avec du milieu de culture Hoagland pendant 3 semaines. Les 
galettes de tourbe sont ensuite transposées dans des pots de 2 L (4 galettes par pot) contenant 
du terreau stérile (terreau plantation, Truffaut) composé à 25 % de terre noire de Brière, 10 % 
de tourbe blonde de sphaigne, 25 % d’écorce de pin compostée, 25 % d’hortifibre, 10 % de 
fumier et 5 % de terre argileuse et un apport NPK 14-16-18. Un traitement foliaire au sulfate 
de zinc (0,5 mg.mL-1) est effectué après la sortie des cotylédons afin de limiter le 
développement de ramifications secondaires. 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.1.2 Fusarium oxysporum f. sp. lini 
 
La souche 04-649 de Fusarium oxysporum f. sp. lini, a été isolée en 2004 sur une culture 
de lin par Terre de Lin. Le mycélium est cultivé sur milieu PDB (Difco™ Potato Dextrose 
Broth), supplémenté avec 1 % (m/v) d’Agar (Bacteriological Agar, Sigma-Aldrich), à 25 °C 
avec une photopériode de 12 h de lumière.  
Pour produire les spores, qui serviront pour les inoculations, une partie du mycélium est 
prélevée et transférée dans du milieu liquide Armstrong (Tableau 7), puis incubée pendant 4 
jours à 25°C sous agitation (120 rpm) avec une photopériode de 12 h de lumière. Afin de 
préparer l’inoculum et d’éliminer le mycélium, la solution de spores est filtrée sur un tamis 
cellulaire de 40 µm (Falcon™ Cell Strainer, Fisher Scientific). La solution est ensuite 
centrifugée (4000 g, 4 °C) pendant 7 min. Le culot contenant les micro/macroconidies est rincé 
Tableau 6 : Composition du milieu de culture Hoagland (source : Sigma-Aldrich) 
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3 fois avec de l’eau MilliQ stérile à 4°C afin de retirer le milieu de culture Armstrong. Les 
inoculations des plantules de lin sont réalisées sur des plantules de 3 semaines. Pour les cultures 
en hydroponie, les racines sont trempées dans 150 mL d’eau MilliQ contenant 106 spores.mL-1 
(Visser et al., 2004) pendant 1 h avant d’être transférées dans du milieu Hoagland neuf. Pour 
les cultures en serre, 50 galettes de tourbes sont trempées pendant 1 h dans 1 L d’eau MilliQ 
contenant 106 spores.mL-1 avant d’être transférées dans les pots. 
 
 
 
 
 
 
 
II.1.3 Les bactéries bénéfiques 
 
Deux genres de bactéries ont été sélectionnés pour ce projet :  
 La souche ATTCC 6633 de Bacillus subtilis, fournie par le Pr Sylvie Chevalier du 
Laboratoire de microbiologie signaux et microenvironnement (LMSM, Normandie 
Univ, UNIROUEN). Cette souche a été choisie pour sa capacité à produire des 
oligopeptides à activité antifongique, les rhizocticines (Borisova et al., 2010) et des 
fengycines, lipopeptites ayant montré un pouvoir éliciteur chez la tomate et le pois 
(Ongena et al., 2007).  
 La souche MFE01 de Pseudomonas fluorescens, fournie par le Dr Annabelle Mérieau 
(LMSM, Normandie Univ, UNIROUEN) a été choisie pour son pouvoir protecteur, 
démontré sur le pathosystème Solanum tuberosum / Pectobacterium atrosepticum, 
grâce à son système de sécrétion de type VI (Decoin et al., 2014). Dans le but d’observer 
si le système de sécrétion de type VI intervient dans le potentiel effet protecteur de cette 
souche sur le lin, la souche mutée MFE01∆Vipβ (Decoin et al., 2015) a également été 
utilisée. 
Tableau 7 : Composition du milieu Armstrong 
MATERIELS ET METHODES      
  
 
54 
 
La culture est réalisée dans du milieu LB, à 37 °C pour B. subtilis et à 28 °C pour P. fluorescens, 
sous agitation (150 rpm). La solution bactérienne est centrifugée à 4000 g pendant 7 min et le 
culot est rincé 3 fois avec de l’eau physiologique (9 g.L-1 NaCl, pH 7,2). La densité bactérienne 
est ensuite ajustée à la densité voulue. Les inoculations des plantules de lin sont réalisées sur 
des plantules de 2 semaines. Les racines sont trempées dans 150 mL d’eau physiologique 
contenant 106 UFC.mL-1 pendant 1 h avant d’être transférées dans du milieu Hoagland neuf. 
Pour les cultures en serre, 50 galettes de tourbes sont trempées pendant 1 h dans 1 L d’eau 
physiologique à 106 UFC.mL-1. 
NB : Afin de sélectionner la densité bactérienne pour l’inoculation, l’effet de différentes 
densités ont été testées (106 à 108 UFC.mL-1) sur le développement des plantules de lin. 
 
II.1.4 La pregnénolone sulfate 
 
Un criblage de 1600 molécules provenant de la chimiotèque de l’ICSN (Institut de Chimie 
des Substances Naturelles, CNRS, Gif-sur-Yvette, France), réalisé sur des suspensions 
cellulaires de tabac BY-2 (Bright Yellow-2), a permis de sélectionner 16 molécules sur leurs 
capacités à induire la production de formes actives de l’oxygène (FAO ou Reactive oxygen 
species, ROS). Ces seize molécules ont ensuite été testées sur Arabidopsis thaliana. Cinq 
molécules sont sorties de ce second criblage pour leur aptitude à induire la production des FAO 
et de dépôts de callose, sans affecter la croissance des plantes. L’une de ces 5 molécules a été 
identifiée comme correspondant à l’holaphyllamine, stéroïde végétal isolé des feuilles de 
l’Holarrhena floribunda (Janot et al., 1960). Cette molécule a également été montrée comme 
capable d’améliorer la résistance d’A. thaliana contre Pseudomonas syringae, ainsi que de 
stimuler l’expression de certains gènes de défense (PR-1, PR-4, PAL1 et LOX3) (Zahid et al., 
2017).  
La pregnénolone, le précurseur des hormones stéroïdiennes animales, possède une 
homologie structurale avec l’holaphyllamine. L’holaphyllamine, la pregnénolone et sa forme 
hydrosoluble, la pregnénolone sulfate (P-S) (Fig. 24), ont été testées sur le lin. Ces 3 molécules 
sont capables d’engendrer la production de FAO et de dépôts de callose chez le lin (Jaber, 
2016). Cependant, seule la P-S a été sélectionnée pour ce projet. 
MATERIELS ET METHODES      
  
 
55 
 
La P-S est préparée à 10 mM dans du diméthyl-sulfoxide (DMSO) 100 %. Pour les élicitations, 
la molécule est diluée à 1 µM (DMSO 0.01 %) dans le milieu de culture. 
 
 
 
II.2 Analyses phénotypiques 
 
II.2.1 Notation des symptômes 
 
L’apparition de symptômes sur les plantules de lin a été observée 21 jours après inoculation 
avec F. oxysporum. Un indice d’intensité de la maladie (DI, Disease Index) a été défini en 
fonction des symptômes foliaires (Fig. 25) (Horinouchi et al., 2010 ; Li et al., 2015 ; Jaber, 
2016). 
 
II.2.2 Effets des traitements sur le développement des plantules de lin 
 
L’effet des différents traitements sur la croissance des plantules de lin a été observé par mesure 
de la longueur des épicotyles. Les plantules sont photographiées et la longueur des épicotyles 
est mesurée avec le logiciel ImageJ (Abramoff et al., 2004). 
L’architecture racinaire a été observée au stéréomicroscope (Leica M125, caméra DFC 295). 
Figure 24 : Structure chimique de l’holaphyllamine (A), de la pregnénolone (B) et de 
sa forme sulfatée, la PS (C) 
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II.3 Analyses microscopiques  
 
II.3.1 Détection des dépôts de callose  
 
La détection des dépôts de callose a été réalisée sur les feuilles de plantules de 3 semaines 
inoculées ou non avec B. subtilis ou P. fluorescens. Les plantules sont décolorées et fixées dans 
un mélange d’acide acétique / éthanol (1/3, v/v) pendant 2h, puis sont progressivement 
réhydratées dans de l’éthanol 70 %, 50 % puis 30 % pendant 1h30, avant d’être incubées dans 
de l’eau distillée sur la nuit. Afin de rendre les tissus transparents, les plantules sont traitées à 
la soude (NaOH 10 %, m/v) pendant 1h à 37°C. Enfin, les feuilles sont prélevées et incubées 
dans une solution de bleu d’aniline à 0,01 % (m/v) (150 mM K2HPO4, pH 12, 4 °C) puis 
observées au microscope inversé à épifluorescence équipé du filtre A4 (Leica DMI 6000 B, 
caméra DFC 450 C) (Millet et al., 2010). 
 
Figure 25 : Détermination de l’indice d’intensité (DI) de la maladie.  
L'évaluation de l’intensité est basée sur la notation des symptômes foliaires. Pour une plante 
donnée, chaque feuille reçoit une note comprise entre 0 et 4 : 0, feuilles jeunes et âgées 
saines ; 1, feuilles âgées chlorosées ; 2, feuilles jeunes chlorosées ; 3, feuilles âgées 
nécrosées ; 4, feuilles jeunes nécrosées. 
A : nombre de feuilles ayant une note de 1 ; B : nombre de feuilles ayant une note de 2 ;  
C : nombre de feuilles ayant une note de 3 ; D : nombre de feuilles ayant une note de 4 ;  
N : nombre total de feuilles. A, feuilles âgées ; J, feuilles jeunes. Barre d'échelle = 1 cm. 
(Jaber, 2016) 
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II.3.2 Immuno-détection des composés pariétaux 
 
Les marquages immuno-histochimiques ont été réalisés sur les racines et tiges de plantes 
cultivées en serre, après 2 et 63 jours d’inoculation avec F. oxysporum. 
Des échantillons d’environ 1 cm de longueur sont prélevés et fixés dans du paraformaldéhyde 
(PFA) 4 % pendant 1h30, puis conservés à 4°C dans du tampon phosphate (PBS1X, phosphate 
buffer salt) avant d’être enrésinés. 
 
II.3.2.1 Enrésinement 
 
Les échantillons sont fixés dans une solution de sodium cacodylate à 0,1 M (pH 7,2), para-
formaldéhyde 1 % (v/v), glutaraldéhyde 1 % (v/v) pendant 1h30 à 4°C, sous agitation. Les 
échantillons sont ensuite rincés 4 fois avec de l’eau distillée avant d’être déshydratés par des 
bains d’éthanol 30 %, 50 %, 70 % (2 fois) puis 100 % (2 fois) de 20 min, avant de subir un 
enrésinement progressif dans de la résine LR white (Delta Microcopies, ref : 14381). Les 
échantillons sont ensuite disposés dans des moules (Agar scientific, ref : G3759), puis placés 
sous UV à 4°C pendant 48 h pour la polymérisation (Fig. 26). 
 
II.3.2.2 Préparation des coupes 
 
Des coupes semi-fines de 2 µm d’épaisseur sont préparées à l’ultramicrotome (Leica, EM UC6) 
à partir des échantillons enrésinés. Celles-ci sont réalisées au niveau du cylindre central. Les 
coupes des échantillons racinaires sont réalisées longitudinalement, tandis que les coupes des 
hypocotyles et épicotyles sont réalisés transversalement du fait de la présence des fibres.  
Les coupes sont placées sur des lames à puits, couvertes de Poly-L-Lysine (Delta 
Microcopies, ref : 19320-B) 0,01 %, filtrée à 0,2 µm, sont détendues aux vapeurs de 
chloroforme, puis séchées sur plaque chauffante. 
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II.3.2.3 Marquages immuno-histochimiques 
 
Afin d’observer au mieux l’organisation des parois cellulaires, des anticorps spécifiques des 
différents polysaccharides et glycoprotéines ont été sélectionnés (tableau 8). Les coupes sont 
saturées avec une solution de PBS – Tween 20 (PBST) 0,1 % (v/v), contenant du sérum de 
chèvre (NGS, Normal Goat Serum) dilué au 1/20 et de l’albumine de sérum bovin (BSA, Bovin 
Serum Albumin) à 3 % (m/v) pendant 30 min. Elles sont ensuite rincées avec du PBST 0,1%, 
Figure 26 : Les étapes d’enrésinement. 
Après avoir été fixés, les échantillons sont déshydratés par des bains successifs 
d’éthanol puis progressivement enrésinés, avant d’être placés sous UV pour 
polymériser. 
* Du fait de la présence des fibres, les échantillons prélevés au niveau des tiges ont 
subi un temps d’imprégnation dans la résine 100 % de 2 semaines.  
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BSA 1 % (m/v), 5 fois 5 min. L’anticorps primaire est dilué au ½ dans une solution de PBST 
0,1 %, NGS 1/20, BSA 1 % sur la nuit à 4°C, en chambre humide. Cinq rinçages de 5 min avec 
du PBST 0,1 %, BSA 1% sont réalisés avant l’incubation avec l’anticorps secondaire anti-rat 
couplé à l’Alexa488 (Thermo fisher scientific, ref : A-11006), dilué au 1/200 dans du PBST 0,1 
%, NGS 1/20, BSA 1 % pendant 2 heures à 25 °C, en chambre humide. De nouveau, 5 rinçages 
de 5 min sont effectués avec du PBST 0,1 %, BSA 1 %, puis 2 rinçages de 5 min à l’eau MilliQ. 
 
Les coupes sont ensuite observées au microscope inversé à épifluorescence (Leica DMI 
6000 B, caméra DFC 450 C) équipé du filtre L5 et les photographies acquises avec le même 
temps d’exposition pour toutes les conditions. Afin d’évaluer les différences d’intensité de 
fluorescence, les images de microscopie ont été transformées à l’aide du logiciel ImageJ en 
mode « red hot » (Figure 4 Article p. 121). Les images ont ensuite été classées selon une 
échelle d’intensité allant de zéro (absence de marquage) à 4 (forte intensité de fluorescence). 
Le rapport des intensités de fluorescence entre les conditions inoculées et non inoculées ont 
permis d’évaluer l’évolution du marquage pour chaque variété. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Tableau 8 : Anticorps utilisés pour les marquages immuno-histochimiques. 
AGPs : ArabinoGalactan proteins ; RG-I : Rhamnogalacturonane de type 1 
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II.3.2.4 Marquage de F. oxysporum 
 
Pour la détection du champignon sur les coupes semi-fines, un traitement préalable des coupes 
a dû être réalisé afin de rendre les épitopes plus accessible. Les coupes sont traitées avec une 
solution de métapériodate de sodium 0.8 % (m/v) pendant 5 min, puis sont rincées deux fois à 
l’eau MilliQ. Les coupes sont ensuite traitées avec une solution d’acide périodique à 0.5 % 
pendant 5 min. Après 2 rinçages à l’eau MilliQ, les coupes sont incubées dans une solution de 
PBS contenant 50 µg.mL-1 de la WGA (Wheat Germ Agglutinin) (InVitrogen) et 50 µg.mL-1 de 
la HPA (Helix Pomatia Agglutinin) (InVitrogen) couplées à l’Alexa488 pendant 4 h à 37°C. 
Ces deux lectines, permettant respectivement la reconnaissance des résidues N-
acétylglucosamine et N-acétylgalactosamine. Après 5 rinçages successifs avec une solution de 
PBS, les coupes sont colorées avec une solution de calcofluor white à 0,5 % pendant 30 min 
suivi de 3 rinçages avec du PBS puis 1 rinçage à l’eau MilliQ. 
Les coupes sont ensuite observées au microscope inversé à épifluorescence (Leica DMI 
6000 B, caméra DFC 450 C) équipé du filtre L5 et du filtre A4. 
 
II.4 Analyses biochimiques et physico-chimiques 
 
Les analyses biochimiques et physico-chimiques ont été réalisées sur les tiges de plantes 
cultivées en serre, inoculées ou non avec B. subtilis à 2 semaines et / ou F. oxysporum à 3 
semaines. Différents prélèvements ont été effectués : 8, 21, 42 et 63 jours après inoculation 
avec F. oxysporum. Douze plantes par conditions sont prélevées et placées en étuve à 60°C 
pendant au moins 48 h avant d’être analysées. 
 
II.4.1 Analyses thermogravimétriques 
 
Les analyses thermogravimétriques (TG) permettent d’évaluer les variations de masse d’un 
échantillon en fonction du temps et de la température. Celles-ci ont été réalisées au sein d’une 
thermo-balance (TG 209 F1 Libra®, Netzsch) à partir de 10 mg de tige, prélevé au niveau de 
l’épicotyle. L’échantillon est placé dans un creuset en alumine, puis soumis à une augmentation 
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de température de 10°C / min de 25°C à 800°C. Les courbes sont normalisées d’après une ligne 
de base réalisée sur un creuset vide. Les analyses sont réalisées à partir de la dérivée (DTG) de 
la courbe de perte de masse sur le logiciel Proteus (Netzsch).  
 
II.4.2 Analyses de spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) 
 
Les analyses FTIR ont été réalisées dans le but d’observer une éventuelle modification 
en termes de composition chimique au sein des échantillons, suite au traitement par B. subtilis 
et / ou de l’inoculation avec F. oxysporum. La spectroscopie infrarouge permet en effet 
l’obtention de bandes d’absorption résultant des modes de vibrations des liaisons chimiques 
intramoléculaires, et ainsi de déterminer la composition chimique d’un échantillon. Les 
analyses ont été réalisées à l’aide du spectrophotomètre Smart OMNI-Sampler™ (Thermo 
Scientific) en 3 points distants d’1 cm sur chaque tige, afin de correspondre avec la zone 
prélevée pour les analyses de TG. L’échantillon sec est directement placé au niveau du 
détecteur, puis 36 balayages de 400 à 4000 cm-1 sont réalisés pour l’obtention de chaque spectre.  
Le degré de méthylation des pectines (DM) a été calculé en utilisant l’intensité d’absorbance 
à 1630 et 1735 cm-1, correspondants respectivement aux vibrations des groupes carboxyles des 
GalA et à leurs formes méthylées (Gribaa et al., 2013), en utilisant l’équation suivante : DM = 
A1740 / (A1740 + A1630) (Gnanasambandam et Proctor, 2000 ; Manrique et Lajolo, 2002 ; Leroux 
et al., 2015) 
 Les caractéristiques structurales de la cellulose au sein des échantillons ont été 
déterminées grâce à différents indices : l’indice de cristallinité totale (TCI, total crystalline 
index) a été calculé grâce au rapport entre les absorbances à 1372 et 2900 cm-1, correspondant 
aux vibrations des groupes CH. L’indice d’ordre latéral (LOI, lateral order index) a été 
déterminé en utilisant les absorbances à 1430 et 898 cm-1, respectivement attribuées aux 
groupements CH2 et aux déformations des CH. Enfin, l’intensité des liaisons hydrogènes (HBI, 
hydrogen bond intensity), a été déterminée en faisant le rapport entre les absorbances à 3350 et 
1320 cm-1, associées aux vibrations des groupements –OH.  
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II.5 Analyses de biologie moléculaire 
 
Les effets de l’inoculation par B. subtilis et / ou de l’élicitation avec la PS ont été analysés 
au niveau moléculaire par une approche de transcriptomique ciblée, visant à détecter les 
éventuelles modifications de l’expression de gènes de défense. Les plantules de lin ont été 
cultivées pendant 14 jours avant d’être inoculées avec B. subtilis et / ou traitées avec la P-S 
selon 4 modalités (Figure 1 Article p. 86) :  
 Condition A : Les plantes de 2 semaines ont été inoculées avec B. subtilis et des 
prélèvements ont été réalisés 48 h, 72 h, 96 h et 144 h après inoculation. 
 Condition B : Les plantes de 2 semaines ont été élicitées avec la P-S et des prélèvements 
ont été effectués 48 h, 72 h, 120 h et 168 h après le traitement. 
 Condition C : Les plantes ont été inoculées avec B. subtilis pendant 48 h, puis traitées avec 
la P-S pendant 24 h, 48 h et 120 h. 
 Condition D : Les plantes ont été traitées avec la P-S pendant 24 h puis inoculées avec B. 
subtilis. Les prélèvements ont été réalisés 48 h, 72 h et 144 h après l’inoculation avec les 
bactéries. 
 
II.5.1 Oligonucléotides utilisés en qPCR 
 
Plusieurs gènes d’intérêt ont été sélectionnés afin d’évaluer l’effet de la P-S et / ou de B. 
subtilis : PHENYLALANINE AMMONIA-LYASEs (PAL-3 et PAL-4) et PATHOGENESIS 
RELATED-2 (PR-2) ; CHITINASE-LIKE-10 (CTL-10) ; CALLOSE SYNTHASE (CALS-12) ; 
PECTIN METHYLESTERASE (PME-3) et LYPOXYGENASE (LOX-3). Cinq gènes de référence 
ont été utilisés : EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION FACTOR 5 A related (ETIF5A) ; 
EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION FACTOR 3 E (ETIF3E) ; ELONGATION 
FACTOR EF-1 ALPHA/TU (EF1α) ; GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE 
DEHYDROGENASE (GAPDH) ; LINUM USITATISSIMUM ACTINE 1 (ACTINE1) (Huis et 
al., 2010).  
Les séquences des gènes PAL-3, PAL-4, PR-2 et CTL-10 et des gènes de référence ainsi 
que leurs couples d’amorces sont issu s de la thèse Rim Jaber (Jaber, 2016). Les séquences des 
gènes CALS-12, PME-3 et LOX-3 ont été identifiées dans le génome du lin par homologie de 
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séquence à l’aide du logiciel BLAST. Les couples d’amorces ont été conçus sur le site 
NCBI/Primer-BLAST. Les séquences des amorces utilisées pour l’amplification des gènes 
cibles sont données dans le Tableau 9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.5.2 Extraction et dosage des ARN 
 
L’extraction des ARN est réalisée, pour chaque réplica biologique, sur les racines 3 plantes 
avec le kit NucleoSpin RNA plus (Macherey Nagel) selon les recommandations du fournisseur. 
Les échantillons sont broyés au FastPrep-24™ (MP Biomedicals) (30 s, 6,5 m.s- 1 x 3). La 
concentration en ARN est déterminée par dosage spectrophotométrique (NanoDrop One, 
Tableau 9 : oligonucléotides utilisés pour l’amplification des gènes de référence et 
d’intérêt. 
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ThermoFisher Scientific) à la longueur d’onde de 260 nm. La qualité des ARN est vérifiée en 
utilisant le Kit ARN Série II du Bioanalyseur 2100 (Agilent). 
Les extraits d’ARN sont traités avec le kit TURBO DNA-free (ThermoFisher) pour 
éliminer les contaminations par l’ADN génomique (ADNg). L’efficacité du traitement DNase 
est vérifiée en effectuant une PCR sur les extraits d’ARN à l’aide des couples d’amorces 
spécifiques de l’ACT1 (paragraphe 5.6). 
 
II.5.3 Rétrotranscription des ARN 
 
Les réactions de rétrotranscription visant à produire de l’ADN complémentaire (ADNc), 
ont été réalisées grâce au kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) 
selon les recommandations du fournisseur à partir de 2 µg d’ARN. La réaction est réalisée au 
thermocycleur (Veriti® 384-Well Thermal Cycler, ThermoFisher Scientific) en suivant un cycle 
de 10 min à 25 °C, puis 120 min à 37 °C et enfin, 5 min à 85 °C. La présence d’ADNc est 
ensuite contrôlée par une PCR à l’aide des couples d’amorces spécifiques de l’ACT1. 
 
II.5.4 Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 
 
Les PCR ont été réalisées grâce au kit GoTaq® DNA Polymerase (Promega) selon le 
protocole fourni, afin de confirmer l’absence de contamination par de l’ADNg, suite au 
traitement des ARN par la DNase, mais également le bon déroulement de la réaction de 
rétrotranscription. Un mélange d’ADNg provenant des 2 variétés de lin est utilisé comme 
contrôle positif et l’eau RNase/DNase-free (MP Biomedicals) comme contrôle négatif. Les 
réactions d’amplification sont effectuées dans un thermocycleur (Veriti® 384-Well Thermal 
Cycler, ThermoFisher Scientific). Les échantillons subissent une étape initiale de dénaturation 
de 2 min à 95 °C. Ensuite, les mélanges réactionnels sont soumis à 35 cycles d’amplification 
comprenant : une étape de dénaturation des matrices de 30 s à 95 °C, une étape d’hybridation 
de 30 s à 58 °C et une étape de synthèse d’ADN à 72 °C. Les réactions de PCR sont achevées 
par une étape finale de 5 min à 72 °C. Les produits issus de PCR sont analysés par 
électrophorèse non dénaturante sur gel d’agarose à 1,2 % (m/v) contenant 0,05 % de SafeView™ 
(Applied Biological Materials), dans du tampon TAE 0,5 X (Tris, Acétate, EDTA) (UltraPure™ 
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TAE Buffer 10 X, ThermoFischer Scientific), sous une tension de 100 V pendant 20 min. La 
présence de l’amplicon de l’ACT1 (139 pb) est vérifiée grâce au marqueur de taille Smartladder 
(Eurogentec, MW-1700-10).  
 
II.5.5 PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR) 
 
 Les réactions de qRT-PCR sont réalisées à partir de 2 µL d’ADNc dilués au dixième 
dans un volume réactionnel final de 13 µL contenant 6,5 µL de Fast SYBR® Green Master Mix 
2X (Applied Biosystem) et 0,39 µL de chaque amorce à 10 µM. Les amplifications sont 
réalisées sur des plaques 384 puits avec le thermocycleur QuantStudio™ 12 K Flex Real-Time 
PCR System (Applied Biosystems by Life Technologies). Les réactions d’amplification sont 
commencent par une étape de dénaturation de 20 s à 95°C, suivies d’une série de 40 cycles 
comprenant une étape de dénaturation d’une seconde à 95°C et une étape d’hybridation des 
nucléotides et de synthèse d’ADN de 20 s à 60°C et enfin, d’une augmentation graduelle de la 
température de 60°C à 95°C permettant d’établir la courbe de fusion. 
 Les niveaux d’expression des gènes d’intérêt sont normalisés par rapport à l’expression 
des gènes de référence et par rapport à l’échantillon contrôle (non élicité / non inoculé) selon la 
formule suivante (Gotté et al., 2016) :  
𝐸𝑅 =  
𝐸𝑖(𝐶𝑡𝑖𝑇−𝐶𝑡𝑖𝐶)
[𝐸1(𝐶𝑡𝑟1𝑇−𝐶𝑡𝑟1𝐶) −  𝐸2(𝐶𝑡𝑟2𝑇−𝐶𝑡𝑟2𝐶)] (
1
𝑥)
 
 
ER : Expression relative ; Cti : Ct du gène d’intérêt ; Ctr1 : Ct du gène de référence 1 ; Ctr2 : 
Ct du gène de référence 2 ; Ei : Efficacité du couple d’amorces du gène d’intérêt ; E1 : Efficacité 
du couple d’amorce du gène de référence 1 ; E2 : Efficacité du couple d’amorce du gène de 
référence 2 ; x : nombre de gènes de référence (ici x = 2) ; T : échantillon contrôle ; C : Condition 
d’intérêt. 
NB : les efficacités des couples d’amorce ont été estimées à 100 %, donc Ei = E1 = E2 = 2. 
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II.6 Analyses statistiques  
 
Les analyses statistiques sont réalisées sur le logiciel GraphPad Prism 6.01 en utilisant les 
tests non-paramétriques de Kruskal-Wallis et de Mann-Whitney ou le test paramétrique de 
Student. Les résultats de ces tests sont présentés sous la forme d’astérisques indiquant les 
différences significatives entre les valeurs des moyennes : * (P < 0,05), ** (P < 0,01), *** (P < 
0,001), **** (P < 0 ,0001).  
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Chapitre III 
Résultats 
 
 
 
 
Partie 1 : Expérimentations in vitro 
Partie 2 : Expérimentations en serre 
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Partie 1 : Expérimentations in 
vitro 
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Avant-propos 
 
Dans ce chapitre sont présentés des résultats d’expérimentations réalisées in vitro. La 
première partie correspond aux études préliminaires qui ont été réalisées avec la souche de B. 
subtilis et les deux souches de P. fluorescens, afin d’évaluer la capacité de ces bactéries à 
induire des réponses physiologiques et immunitaires chez les deux variétés de lin, et de 
sélectionner l’agent de biocontrôle pour la suite du projet.  Au sein de cette partie sont présentés 
des tests de pathogénicité suivant différentes conditions d’inoculation des agents bactériens par 
rapport au pathogène. Une dernière modalité (i.e. inoculation des bactéries avant le 
champignon) n’a pas pu être réalisée en raison du déménagement du laboratoire GlycoMEV 
dans le bâtiment CURIB. Dans la deuxième partie, présentée sous forme d’article, l’effet de 
l’agent de biocontrôle sélectionné ainsi que sa capacité à agir en collaboration avec une 
molécule élicitrice ont été étudiés sur l’expression de gènes de défense. Le choix de la molécule 
a été fait grâce aux travaux de thèse de Rim Jaber qui ont montré la capacité de cette molécule 
à induire la production de ROS ainsi que des dépôts de callose aux niveaux racinaire et foliaire 
sans effet sur la croissance chez les deux variétés de lin. Finalement, les derniers tests de 
pathogénicité, dont le but était d’observer l’effet de la bactérie associée à la molécule élicitrice 
sur le développement des symptômes, n’ont pas pu être menés à terme en raison de 
contaminations.  
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Figure 27: Effet des bactéries à différentes densité d'inoculation sur la longueur des 
épicotyles d’Aramis (A) et Mélina (B) 
Chaque barre représente la moyenne de la longueur des épicotyles de 19 ≤ n ≤ 80 plantes ± 
SD. Les analyses statistiques sont réalisées avec le test non paramétrique de Mann-Whitney (α 
= 0,05). Les astérisques indiquent une différence significative par rapport au témoin (NI) ; * 
(P < 0,05), ** (P < 0,01). NI, non inoculée. 
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III.1.1 Effets des bactéries sur les plantes 
 
 Deux genres de bactéries ont été sélectionnés pour ce projet. La souche ATCC 6633 de 
B. subtilis, fournie par le Pr. Sylvie Chevalier (LMSM, Evreux), produit des oligopeptides aux 
propriétés antifongiques (Borisova et al., 2010) et des lipopetides ayant montré un pouvoir 
éliciteur des mécanismes de défense des plantes (Ongena et al., 2007). La souche MFE01 de P. 
fluorescens, qui a montré un pouvoir phytoprotecteur sur le pathosystème Solanum tuberosum 
– Pectobacterium atrosepticum faisant intervenir un système de sécrétion de type VI, et la 
souche MFE01∆Vipβ, mutée au niveau du système de sécrétion (Decoin et al., 2014 ; Gallique 
et al., 2017), ont été fournies par le Dr Annabelle Mérieau (LMSM, Evreux) 
 
III.1.1.1 Effet des différentes souches sur la croissance  
 
Afin de sélectionner la densité bactérienne à utiliser pour ce projet, l’effet de 
l’inoculation à des densités de 106, 107 ou 108 UFC.mL-1 a été évalué sur la longueur des 
épicotyles. De manière générale, les analyses statistiques n’ont pas montré de différences par 
rapport aux témoins pour les inoculations avec les différentes bactéries aux densités de 106 ou 
107 UFC.mL-1 chez Aramis ou Mélina (Fig. 27A, 27B). En revanche, une inoculation à 108 
UFC.mL-1 avec la souche de B. subtilis provoque une diminution de la taille des tiges chez les 
deux variétés, de même qu’avec la souche sauvage de P. fluorescens chez Mélina. Etant donné 
qu’une inoculation à de fortes densités semble induire une diminution de la taille des épicotyles, 
une densité de 106 UFC.mL-1 a été sélectionnée pour la suite du projet. 
 
III.1.1.2 Effet sur l’architecture racinaire 
 
L’inoculation avec les souches de P. fluorescens a permis d’induire la formation de racines 
secondaires chez les deux variétés (Fig. 28). Cependant, l’apparition de racines secondaires est 
nettement plus importante pour la variété Aramis que Mélina. En effet, pour la variété Aramis, 
l’inoculation avec la souche sauvage de P. fluorescens a induit la formation de 9 fois plus de 
racines secondaires par rapport au témoin et, dans une moindre mesure, l’inoculation avec la 
souche mutée, a permis de multiplier par 4,7 le nombre de racines secondaires. Les inoculations 
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avec la souche sauvage ou mutée ont induit 2,9 et 3,7 fois respectivement plus de racines 
secondaires pour la variété Mélina. L’inoculation avec B. subtilis a également induit le 
développement de racines latérales. Les plantes inoculées chez les deux variétés présentaient 
environ 6 fois plus de racines que les plantes témoins (Fig. 1 de l’article). Ces résultats 
permettent de confirmer l’effet PGPR des deux bactéries et leurs capacités à modifier les 
balances hormonales chez les deux variétés. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III.1.1.3 Production des dépôts de callose 
 
Ce marqueur a été choisi afin d’évaluer la capacité des bactéries à induire la mise en 
place des mécanismes de défense chez les plantes. Une semaine après l’inoculation avec la 
souche sauvage ou mutée de P. fluorescens, une accumulation de dépôts de callose est observée 
dans les feuilles âgées (i.e. prélevées dans le bas de la tige) des deux variétés (Fig. 29). Des 
dépôts de callose sont également observés dans les feuilles jeunes (i.e. prélevées au niveau de 
l’apex) d’Aramis suite à un traitement avec la souche MFE01∆Vipβ ainsi que dans celles de 
Mélina inoculées avec la souche sauvage (Fig. 29). La production des papilles de callose a 
Figure 28 : Effet des souches sauvages (MFE01) et mutée (MFE01∆Vipβ) de P. 
fluorescens sur le développement de racines secondaires chez Aramis et Mélina. 
Chaque barre représente la moyenne de la longueur des épicotyles de 19 ≤ n ≤ 69 plantes ± 
SD. Les analyses statistiques sont réalisées avec le test non paramétrique de Mann-Whitney (α 
= 0,05). Les astérisques indiquent une différence significative par rapport au témoin (NI) ; ** 
(P < 0,01). NI, non inoculée. 
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également été observée au niveau des feuilles âgées suite à l’inoculation avec B. subtilis (Fig. 
4 de l’article). 
  
III.1.2 Tests de pathogénicité 
 
Les tests de pathogénicité ont été réalisés dans le but de déterminer la succession des étapes 
d’inoculation entre l’agent bactérien et le pathogène. Des plantes de deux semaines ont donc 
été inoculées avec F. oxysporum et les bactéries selon différentes temporalités : soit les bactéries 
ont été inoculées une semaine après le champignon, soit en même temps que le pathogène 
(respectivement, conditions (a) et (b) Fig. 30). Une inoculation différée entre les deux agents 
microbiens n’induit pas de différence significative en termes de symptômes foliaires chez 
Aramis ou Mélina, que ce soit avec B. subtilis ou l’une des souches de P. fluorescens par rapport 
aux témoins inoculés avec le pathogène (Fig. 30A et 30B). En revanche, une inoculation 
Figure 29 : Mise en évidence de la production de dépôts de callose au niveau foliaire 
suite à l’inoculation des plantes d’Aramis et Mélina avec la souche sauvage (MFE01) ou 
la souche mutée (MFE01∆Vipβ) de P. fluorescens. 
Les dépôts de callose sont observés au microscope inversé à épifluorescence. Les images 
présentées sont représentatives de 3 feuilles. NI : non inoculée. Barre d’échelle = 200 µm. 
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simultanée avec B. subtilis et F. oxysporum provoque une augmentation significative de l’indice 
de symptômes. Celui-ci atteint plus de 75 % pour la variété Aramis, en présence de B. subtilis 
contre 52 % en présence uniquement du champignon (Fig. 30A). Pour Mélina, les plantes 
inoculées simultanément avec F. oxysporum et B. subtilis présentent un indice de symptômes 
de 65 % alors que les plantes inoculées uniquement avec le champignon présentent un indice 
de 48,5 % (Fig. 30B). A l’inverse, avec les plantes inoculées avec F. oxysporum et l’une ou 
l’autre des souches de P. fluorescens, aucune différence significative n’est observée. 
 
En conclusion, ces résultats ont montré que les deux genres de bactéries étudiées, P. 
fluorescens et B. subtilis sont capables d’induire une réponse physiologique et immunitaire chez 
le lin. En revanche, B. subtilis semble avoir un effet similaire chez les deux variétés 
contrairement à P. fluorescens. De plus, les résultats des tests de pathogénicité tendent à penser 
qu’il existe une interaction entre B. subtilis et F. oxysporum, alors qu’aucune différence n’a été 
observée pour P. fluorescens que ce soit avec la souche sauvage ou la souche mutée. B. subtilis 
a donc été sélectionnée pour la suite du projet puisque l’intérêt du système de sécrétion de type 
VI de P. fluorescens n’a pas été observé dans ces études préliminaires. 
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Figure 30 : Développement des symptômes suite à l’inoculation avec F. oxysporum et/ou 
l’inoculation avec les bactéries chez Aramis (A) et Mélina (B). 
Les plantes de deux semaines ont été inoculées ou non avec 106 spores.mL-1 de F. oxysporum 
(T+) et/ou inoculées avec les différentes souches bactériennes à 106 UFC.mL-1 selon différents 
modes opératoires : pour les conditions (a) les bactéries ont été inoculées 1 semaine après le 
champignon, pour les conditions (b), les bactéries ont été inoculées en même temps que le 
pathogène. Chaque barre représente la moyenne de 14 ≤ n ≤ 46 plantes ± SD. Les analyses 
statistiques sont réalisées avec le test non paramétrique de Mann-Whitney (α = 0,05). Les 
astérisques indiquent une différence significative par rapport au témoin (NI) ; * (P < 0,05). T-
, non inoculée ; T+, inoculée avec F. oxysporum. 
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III.1.3 Effet de B. subtilis et d’une molécule élicitrice sur les 
mécanismes de défense du lin contre F. oxysporum (Article) 
 
Flax protection against Fusarium oxysporum: effect of a Bacillus subtilis 
strain and a steroid compound on the improvement of plant defenses 
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ABSTRACT 
 
Fusarium oxysporum f. sp. lini (Fol) is a hemibiotrophic fungus responsible for the greatest 
losses in flax (Linum usitatissimum) crop yield. The use of compounds able to elicit plant 
defense response and improve resistance against pathogens is an alternative, which could 
minimize the use of pesticides. Additionally, Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) 
are more and more studied for their capability to act as local antagonisms to soil-borne 
pathogens and to enhance plant resistance by eliciting the Induced Systemic Resistance (ISR). 
We first demonstrated the capability of the Bacillus subtilis strain ATCC 6633 to act as a PGPR 
on two commercially available flax varieties, by showing its ability to form a biofilm on roots 
and to induce physiological changes. Furthermore, B. subtilis showed an antagonistic effect 
against Fol by limiting the mycelium growth in vitro. In addition, transcriptomic analyses 
showed that B. subtilis and the sulfated steroid compound pregnenolone (P-S) were able to 
increase the expression of two pathogenesis-related (PR) genes (PR-2 and CTL-10) as well as 
genes involved in the phenylpropanoid pathway PHENYLAMMONIA LYASES (PAL-3 and 
PAL-4) and the cell wall remodeling PECTIN METHYLESTERASE-3 (PME-3) in roots. Finally, 
we demonstrated that the combination of B. subtilis and P-S have a synergistic effect on the 
expression of those defense-related genes. 
 
Keywords: Flax (Linum usitatissimum), Fusarium oxysporum, Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria, Bacillus subtilis, elicitor, callose, plant defense, Pathogenesis-related. 
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INTRODUCTION 
 
Flax (Linum usitatissimum) is a plant of important economic interest in the French Normandy 
region. In flax, fungal pathogens provoke the greatest losses in crop yield. Among them, 
Fusarium oxysporum, a widespread soil-borne fungus, remains a limiting factor in flax fiber 
production despite the development of tolerant varieties. F. oxysporum is responsible of wilt 
disease in numerous plants of economic interest such as tomato, banana or cotton (Hano et al., 
2008; Perez-Nadales et al., 2014; Swarupa et al., 2014; Di et al., 2016). To limit environmental 
damages and improve plant defenses, the identification of biocontrol solutions is an alternative 
strategy to overcome the use of pesticides.  
Plant defense response upon pathogen infection is a complex biological process. It 
depends on the ability of the host to recognize the pathogen via membrane or intracellular 
localized receptors referred as pathogen-recognition receptors (PRR). PRR can recognize 
specific molecules originating from the pathogen (microbe-associated molecular patterns, 
MAMPs) or produced by the host cells (damage-associated molecular patterns, DAMPs) 
(Boller and Felix, 2009). Upon recognition, a series of events occurs including the expression 
of pathogenesis-related (PR) genes coding for antimicrobial peptides (defensins, lipid transfer 
proteins…) and cell wall degrading enzymes (glucanases, chitinases…) (Denoux et al., 2008). 
Additionally, a cell wall reinforcement can be triggered by callose and lignin deposition (Van 
Loon et al., 2007; Millet et al., 2010) and by polysaccharides and proteins rearrangement in the 
cell wall involving enzymes such as pectin methylesterases (PMEs) or peroxidases (Deepak et 
al., 2010; Lamport et al., 2011; Lionetti et al., 2012; Bellincampi et al., 2014). Systemic 
resistance is triggered by hormone-controlled defense pathways such as salicylic acid (SA) or 
jasmonic acid-ethylene (JA-ET) (Pieterse et al., 2009; Chen et al., 2014). Phenylalanine 
ammonia-lyases (PAL) are key enzymes of the SA pathway. They are involved in the 
deamination of the amino acid phenylalanine into cinnamic acid, the phenylpropanoid 
precursor. Phenylpropanoids are classes of molecules that include antimicrobial compounds 
such as phytoalexins (stilbene, flavanoids…), monolignols or signaling molecules such as SA 
(Dixon and Paiva, 1955; Dixon et al., 2002; Chong et al., 2009; Rojas et al., 2014). In JA-ET 
pathway, lipoxygenases (LOX) are involved in the oxidation of unsaturated fatty acids into 
oxylipins such as jasmonates that are antimicrobial and signaling compounds (Howe and 
Schilmiller, 2002; Blée, 2002; Prost et al., 2005). 
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The characterization of natural elicitors and biocontrol agents to improve plant defenses 
increased in the last decade (Conrath, 2011; Walters et al. 2013; Aranega-Bou et al., 2014). 
Elicitors belong to different classes of compounds originated from bacteria like flagellin22 
(Zipfel et al., 2004), oomycetes such as pep13 (Brunner et al., 2002), fungus including 
ergosterol (Klemptner et al., 2014), algae like laminarin (Aziz et al., 2007) or can be synthetic 
molecules such as β-aminobutyric acid (BABA) (Cohen, 2002). Moreover, biocontrol of plant 
diseases can also be based on the use of beneficial microorganisms such as Plant Growth 
Promoting Rhizobacteria (PGPR). In addition, to their abilities to promote plant growth, these 
bacteria, and more particularly members of the Bacillus spp, have been shown to produce 
antifungal compounds and induce plant resistance against pathogens (Vanittanakom et al., 
1986, Duitman et al., 1999, Ongena et al., 2007, Beneduzi et al., 2012).  
In this study, we investigated the effect of the beneficial bacteria B. subtilis ATCC 6633 
on two flax varieties, Aramis and Mélina. We evaluated its potential for the biocontrol of the 
Fusarium wilt and, for the first time, we investigated the possible synergistic effect of B. subtilis 
and an elicitor that was described to induce callose deposition in Arabidopsis thaliana (Zahid 
et al., 2017) on the expression of defense-related genes. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Plant material. The two flax varieties (Aramis and Mélina) were provided by the agricultural 
cooperative Terre de Lin (76740 Saint-Pierre-Le-Viger, France). Seeds were sterilized with 70 
% (v/v) ethanol for 15 min, then 2.6 % (v/v) bleach for 15 min before being washed 10 times 
with sterilized water. Seeds were grown in 1 L round microboxes (Dominique Dutscher) and 
kept on the surface of home-made Hoagland medium (Hoagland and Arnon, 1950) with a metal 
mesh. Flax cultures were incubated in a growth chamber at 22 °C with 16 h of light. 
Bacterial strain. Bacillus subtilis ATCC 6633 was provided by the laboratory of 
Microbiologie, Signaux et Microenvironnement (LMSM, Normandie Univ, UNIROUEN, 
France). Bacteria were grown in 100 mL Luria-Bertani (LB) medium on a rotary shaker (150 
rpm) at 37 °C. The inoculum was centrifuged (4000 g, 5 min) and rinsed 3 times with 
physiological water (9 g.L-1 NaCl, pH 7.2) before being diluted to a final concentration of 106 
CFU.mL-1.  
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Fungal strain. F. oxysporum f sp. lini (Fol) 04-649 was isolated from the soil of a contaminated 
flax field (76550 Ambrumesnil, France) and provided by Terre de Lin. The mycelium was 
grown in Petri dishes on PDB medium (Difco™ Potato Dextrose Broth), supplemented with 1 
% (w/v) of Agar (Sigma-Aldrich), at 25 °C with 12 h of light.  
Steroid compound. Sulfated pregnenolone (3-Hydroxypregn-5-en-20-one sulfate, Sigma-
Aldrich) was chosen according to a previous study in which a chemical screen performed on 
1600 small compounds from the ICSN chemical library (Institut de Chimie des Substances 
Naturelles, CNRS, Gif-sur-Yvette, France), has highlighted the ability of Holaphyllamine 
(HPA) to induce the expression of defense-related genes (PR-1, PAL-1, PR-4, LOX-3, PAD-3 
and WRKY29) and to improve the resistance of Arabidopsis thaliana against Pseudomonas 
syringae DC3000 (Zahid et al., 2017). HPA is a plant steroid-like alkaloid extracted from 
Holarrhena floribunda leaves and displays a pregnane core structurally related to pregnenolone 
and its sulfated form, a mammalian steroid precursor. The commercial pregnenolone sulfate (P-
S) was prepared at 10 mM in 100% DMSO (Dimethyl Sulfoxide, Sigma-Aldrich) and diluted 
to 1 µM in the culture medium.  
Effect of B. subtilis on plant growth. Two week-old plants of Aramis and Mélina were 
inoculated with B. subtilis by dipping the roots in 100 mL of physiological water containing 
106 CFU.mL-1 for 1 h. Stem length was measured with the ImageJ software (Abramoff et al., 
2004) and the root architecture was observed with the binocular microscope Leica M125 
equipped with the DFC295 camera (Leica) a week later. 
B. subtilis biofilm formation on roots. A week-old plants of Aramis and Mélina were 
inoculated with B. subtilis transformed with mcherry plasmid by dipping the roots in 100 mL 
of physiological water containing 106 CFU.mL-1 for 1 h. A week later, roots were observed with 
the inverted confocal laser scanning microscope Leica SP5 (excitation filter, 587 nm; emission 
filter, 600-620 nm). 
Effect of B. subtilis on Fol. Mycelium was grown on solid PDA medium for 5 days. Then, 
calibrated fragments of this medium were transferred onto fresh PDA medium in the center of 
the Petri dishes. 10 µL of 106 CFU.mL-1 B. subtilis suspension was deposited at four different 
zones on the Petri dishes. The mycelium growth area was measured with the ImageJ software 
after 3 and 6 days of culture at 25 °C with 12 h of light. 
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Figure 1: Treatments and harvests for qRT-PCR analyses. 
Two-week plants were inoculated with B. subtilis for 48, 72, 96 and 144 h (A), treated 
with P-S for 48, 72, 120 and 168 h (B), inoculated with B. subtilis and then treated with 
P-S for 24, 48 and 120 h, or treated with P-S and then, inoculated with B. subtilis. Times 
indicated are times after the last treatment.   
Table 2: Primer sequences used for qRT-PCR analyses 
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Callose detection. Two week-old plants of Aramis and Mélina were inoculated with B. subtilis 
by dipping the roots in 100 mL of physiological water containing 106 CFU.mL-1 for 1 h. Green 
young leaves, taken on the stem apex and green old leaves, harvested at the bottom of the stem, 
were fixed in an acetic acid:ethanol (1:3, v/v) solution for 2 h, followed by successive ethanol 
bath (70%, 50%, 30%) for 1 h 30 each and water overnight. To clear the tissues, leaves were 
treated with 10% (w/v) NaOH at 37°C for 1h and stained with 0.01% (w/v) decolorized aniline 
blue (prepared in 150 mM KH2PO4, pH 12) at 4°C for 24 h. Leaves were observed under UV 
filter using the microscope Leica DMI 6000 B equipped with the camera DFC 450 C (Leica).  
RNA isolation and expression analysis by qRT-PCR. Quantitative Real-Time PCR analysis 
of defense-related genes was performed on 2 week-old flax plants inoculated with 106 CFU.mL-
1 of B. subtilis for 48, 72, 96 and 144 h (Figure 1A), treated with P-S for 48, 96, 120 and 168 h 
(Figure 1B) or inoculated with B. subtilis and then treated with P-S for 72 h and 24 h, 96 h and 
48 h, 168 h and 120 h (Figure 1C), or treated with P-S and then inoculated with B. subtilis for 
72 h and 48 h, 96 h and 72 h, 168 h and 144 h, respectively (Figure 1D). Analyses were 
performed on 2 independent biological replicates. For each conditions, 3 roots were harvested 
in FastPrep® Lysing Matrix Tubes (MP Biomedicals) containing 500 µL of lysing buffer of the 
RNAplus Kit (Macherey Nagel), then ground with the FastPrep-24™ system (MP Biomedicals) 
3 times (30 s, 6.5 m.s-1). The RNA extraction was performed using the RNAplus Kit (Macherey 
Nagel) following the instructions of the manufacturer. For Real-Time PCR, 13 μL reaction 
mixes were prepared including 6.5 μL of the Fast SYBR Green Master Mix (Applied 
Biosystems), 0.39 μL of each primers (10 μM) and 2 μL of diluted cDNA diluted to 1/10 in 
distilled water. Specific primer pairs were designed to amplify the defense-related genes. The 
sequences of these genes were identified by BLAST searches in GenBank and Phytozome using 
A. thaliana orthologs as query sequences. Sequences of the primers used for the amplification 
of target genes are shown in Table 1. To further normalize the expression of target genes, ETIF1 
and GAPDH were selected as reference genes for Aramis and ETIF5A and GAPDH, for Mélina, 
after confirming their stabilities across the different treatments using the Normfinder algorithm 
(Huis et al., 2010; Andersen et al., 2004). qRT-PCR amplifications were carried out in 384-
well optical reaction plates using the QuantStudio™ Flex Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems, Life Technologies). Cycling conditions were: 95°C for 20 s, followed by 40 cycles 
of 95°C for 1 s, and 60°C for 20 s. A melting curve stage was added: from 60°C to 95°C with 
a step of 0.5°C every 10 s. According to Gotté and colleagues (2016), data were represented as 
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the relative gene expression normalized to the control sample and then to the geometric mean 
of the two reference genes. 
Statistical analyses. Statistical analyses were performed on the GraphPad Prism 6.01 software 
using the non-parametric Mann Whitney (α = 0.05) test. The results were presented by asterisks 
that indicate significant differences between mean values: * (P < 0.05), ** (P < 0.01), *** (P 
< 0.001), *** (P < 0.0001) or letters. 
 
RESULTS and DISCUSSION 
 
Effect of B. subtilis on plant development 
 
PGPR are known to promote plant growth in two different ways, indirectly or directly (Glick, 
1998). The direct promotion of plant growth by PGPR can result by the capability of the bacteria 
to facilitate the uptake of nutrients such as nitrogen, iron or phosphorus or to synthesize 
phytohormones (Zahir et al., 2004; Van Loon, 2007; Richardson et al., 2009; Bhattacharyya 
and Jha, 2012; Cassán et al., 2014). As shown in Figure 2A, 3 week-old flax plants of Aramis 
and Mélina inoculated or not with B. subtilis for a week presented a stem length of about 8 cm 
and no differences were observed between the different conditions. In contrast, the inoculation 
with B. subtilis induced the development of numerous lateral roots close to the root apex (Figure 
2C). The level of lateral roots per plants was 6-fold higher in the inoculated-plants than in non-
inoculated ones (Figure 2B). Auxin plays an important role during lateral root initiation and 
emergence (Casimiro et al., 2001) and evidence of the production of the indole-3-acetic acid 
(IAA) by the members of the Bacillus spp were reported in numerous studies (Araújo et al., 
2005; Srinivasan et al., 1996; Reetha et al., 2014; Ali et al., 2009; Erturk et al., 2010; Mohite, 
2013). 
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Biofilm formation of B. subtilis on roots  
One week after inoculation, the surface of the roots of both varieties, Aramis and Mélina, was 
colonized by B. subtilis expressing the mcherry fluorescent protein (Figure 3A, 3D) and a 
biofilm was detectable (Figure 3B, 3E). Biofilm formation results in a transition phase in which 
free-swimming bacteria formed a community attached to a surface (O’Toole et al., 2000). 
Biofilms are architecturally complex communities in which the cells are held together by an 
extracellular matrix containing exopolysaccharides, proteins and nucleic acids (Hall-Stoodley 
et al., 2004). Biosurfactant such as lipopeptides plays also an important role in biofilm 
architecture and bacteria adhesion to surfaces (Davey et al., 2003). As an example, a deletion 
in a surfactin synthase gene coding one of these lipopeptides inhibited the biocontrol effect of 
B. subtilis 6051 against infection of Arabidopsis by Pseudomonas syringae (Bais et al., 2004) 
suggesting that the biocontrol effect of the PGPR is in direct relationship with its ability to form 
a biofilm.  
 
 
Figure 2: Stem length (A) and lateral roots development (B, C) on flax plants inoculated 
or not with B. subtilis  
Measurement of stem length and counting of lateral roots were performed with ImageJ software 
on 3 week-old plants of Aramis and Mélina inoculated or not with B. subtilis, a week post-
inoculation. Each bar represents the mean of 20 ≤ n ≤ 74 plants ± SD for each condition. 
Statistical analyses were performed with the Mann-Withney test (α = 0.05). Asterisks indicate 
significant differences between mean values: ** (P < 0.01), *** (P < 0.001). 
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Effect of B. subtilis on Fol growth  
As shown in Figure 4, B. subtilis reduced significantly the mycelium growth of Fol in vitro. 
After 3 d of culture, the growth area of Fol was about 2.6-fold lower in presence of the bacteria 
than in the control. After 6 d, in the control condition, the mycelium reached about 14 cm² while 
in the presence of B. subtilis, the mycelium area was 5.6-fold lower and reached 2.5 cm². Beside 
their roles in biofilm initiation, lipopeptides such as surfactin, fengycin and iturin were shown 
to have antifungal properties (Vanittanakom et al., 1986; Sandrin et al., 1990; Romero et al., 
2007; Ongena et al., 2007), revealing that B. subtillus has also a direct effect on Fol. 
 
The inoculation with B. subtilis induced callose deposition in old flax leaves 
Callose formation is a cellular marker of plant defense (McCann et al., 2012). Callose, a β-
(1,3)-glucan, is accumulated at the infection sites to limit pathogen penetration and progression. 
Decolorized old and young flax leaves from 3 week-old plants inoculated with B. subtilis for a 
week were stained with aniline blue 0.01%. As shown in Figure 5, callose was barely detectable 
in young and old leaves without inoculation. Inoculation with B. subtilis induced a very weak 
induction of callose in young leaves whereas an important accumulation of callose deposits 
were observed in the old ones in Aramis and Mélina plants revealing the capability of B. subtilis  
Figure 3: Biofilm formation of B. subtilis on the surface of Aramis and Mélina roots. 
A week-old seedlings of Aramis (A-C) and Mélina (B-F) were inoculated for a week with B. subtilis 
expressing the mcherry fluorescent protein. C and F are merged pictures of A-B and D-E, respectively. 
Scale bars = 50 µm.  
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Figure 4: Fol mycelium growth in the presence or not of B. subtilis after 3 and 6 days of 
culture 
Area of mycelium growth of Fol was measured after 3 and 6 days of culture in the presence or not of B. 
subtilis. Each bar represents the mean of 4 ≤ n ≤ 6 replicates. Statistical analyses were performed with 
the Mann-Withney test (α = 0.05). Asterisks indicate significant differences between the mean values: 
** (P < 0.01). Red circles point out the diameter of Fol mycelium. Red crosses indicate the location of 
the bacterial suspension drops. Scale bar = 1 cm. 
 
Figure 5: Callose deposition on old and young flax leaves from 3 week-old plants of 
Aramis and Mélina inoculated for a week or not with B. subtilis. 
Decolorized flax leaves were stained with 0.01% (w/v) aniline blue solution. Images shown are 
representative of 3 leaves. NI: non-inoculated. Scale bar = 200 µm. 
  
 
 
 
 
Figure 6: Relative expression of LOX-3 (A, B, C), PR-2 (D, E, F) and CTL-10 (G, H, I) genes in 3 week-old plants of Aramis and Mélina 
inoculated with B. subtilis (A, D, G), P-S (B, E, H) or with B. subtilis then P-S (C, F, I). 
The control sample of each treatment was normalized to 1. Data represents the mean fold changes of 2 independent biological replicates 
containing 3 pooled roots. In C, F and I, the first time is the duration of incubation with B. subtillis and the second with P-S 
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to induce a systemic response (ISR) and promote plant defense reactions (M’Piga et al., 1997; 
Raj et al., 2012). 
Effect of B. subtilis and P-S on the expression of defense-related genes 
 
qRT-PCR was used to investigate whether B. subtilis or P-S could activate defense-related gene 
expressions in flax roots and the possible synergistic effect of both biocontrols. In general, 
treatments with B. subtilis and/or P-S induced slight 2-fold increase in the expression level of 
LOX-3 in Aramis roots and no real differences appeared for Mélina (Figure 6A, 6B, 6C and 
Supplemental Figure S1G). Upon recognition of elicitors by the host cells, a series of events 
occurs, which could conduct to the expression of defense-related genes. Lipoxygenases in 
plants are key enzymes that oxidize polyunsaturated fatty acid into conjugated hydro-peroxides 
such as oxylipins (Feussner and Wasternack, 2002). Oxylipins such as jasmonates are known 
for their role in plant defense (Lopez et al., 2008; Andreou et al., 2009). In Arabidopsis, LOX-
6 is responsible for jasmonate accumulation in roots during stress response (Grebner et al., 
2013). In flax, the infection with Fol induces an increase in lipoxygenase activity in cell 
suspension (Hano et al., 2008) and an increase of the expression of several LOX genes 18 dpi 
with Fol in the whole plant (Galindo-González and Deyholos, 2016). The weak over-expression 
of LOX-3 may suggest that other LOX genes may be expressed more specifically in roots or the 
jasmonate pathway was not activated by the treatments.  
PR proteins are specifically synthetized in response to a pathogen. Some of these 
proteins are enzymes dedicated to pathogen degradation such as β-1-3-glucanase and endo-
chitinase. The inoculation with B. subtilis induced an increase of PR-2 and CHITINASE-LIKE 
10 (CTL-10) in both varieties (Figure 6D, 6G). An increase of PR-2 was observed after 48 h for 
Aramis and 72 h for Mélina reaching a maximum after 96 h. For Aramis, a strong increase of 
the expression of CTL-10 was observed after 96 h of inoculation whereas low level of 
expression was detected in Mélina. Treatment with P-S induced also the expression of PR-2 
and CTL-10 (Figure 6E, 6H). However, the response appeared faster for PR-2 in Mélina roots 
and higher for CTL-10 in Aramis. Interestingly, a combined treatment (96 h treatment with B. 
subtilis and 48 h with P-S) induced a 18-fold increase of PR-2 expression in Mélina (Figure 6F) 
while it was 10-fold or less, at the same times for the individual treatment (Figure 6D, 6E). In 
addition, inoculation with the bacteria for 72h 
  
 
 
 
Figure 7: Relative expression of PAL-3 (A, B, C) and PAL-4 (D, E, F) genes in 3 week-old plants of Aramis and Mélina 
inoculated with B. subtilis (A-D), P-S (B-E) or with B. subtilis then P-S (C-F). 
The control sample of each treatment was normalized to 1. Data represents the mean fold changes of 2 independent biological replicates containing 
3 pooled roots. In C and F, the first time is the duration of incubation with B. subtillis and the second with P-S 
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and 24 h with P-S induced a 10-fold increase of CTL-10 in Aramis and a 120-fold in Mélina 
(Figure 6I), suggesting that successive treatments (bacteria then P-S) have a synergistic effect 
on the expression of those PR genes. Interestingly, this synergistic effect was not observed 
when plants were treated first with P-S and then with B. subtilis (Supplemental Figure S1A, 
S1B). A lowering of the effect was sometimes even observed, as for CTL-10 expression in 
Aramis which was not induced after a 72 h treatment with P-S and 48 h with B. subtilis while 
it was about 50 to 70-fold after the treatment with P-S for 48 and 96 h (Figure 6H) and about 
5-fold after 72 h B. subtilis inoculation (Figure 6G). PR-2 and CTL-10 are generally associated 
with the SA-dependent and JA-ET pathways, respectively. These results indicate that B. subtilis 
and P-S are capable to activate both pathways. Our data are in agreement with previous reports 
showing an over-expression of genes encoding glucanases and chitinases in flax response to 
Fol (Galindo-González and Deyholos, 2016; Wojtasik et al., 2016). Interestingly, in 
Arabidopsis, treatment with HPA, a structural homologue of P-S, had no effect on the 
expression of PR-2 and PR-3 (endo-chitinase) (Zahid et al., 2017), suggesting that the response 
to an elicitor can be species-dependent.  
PAL genes encode phenylalanine ammonia lyases that are the first enzymes committed 
to the phenylpropanoid pathway and thus, involved in monolignol, phytoalexins and SA 
biosynthesis (Humphreys and Chapple, 2002). In Aramis, inoculation with B. subtilis, induced 
an increase of the expression of PAL-3 and PAL-4 after 48, 72 and 96 h (Figure 7A, 7D). In 
Mélina, B. subtilis induced also an increase of PAL-3 and PAL-4, however, it was observed 
after 72, 96 and 144 h (Figure 7A, 7D). Similarly, treatment with P-S induced an increase of 
PAL-3 expression more rapidly and stronger in Aramis than Mélina (Figure 7B). A lower effect 
on the expression of PAL-4 was observed for both varieties (Figure 7E). As for PR genes, 
treatment with B. subtilis and then with P-S seemed to have also a synergistic effect on the 
expression level of PAL-3 for the two varieties (Figure 7C). Here again, treatment with B. 
subtilis after P-S seems to have a lower effect, especially for PAL-4 in Aramis that did not 
increase after 96 h treatment with P-S and 72 h with B. subtilis (Supplemental Figure S1E, S1F) 
while it was 2-fold increased at the same times with the individual treatments (Figure 7D, 7E). 
No real differences were observed for Mélina between individual and combined treatments on 
the expression of PAL-4 (Figure 7D, 7E, 7F and Supplemental Figure S1F).  
The plant cell wall is the first physical barrier to pathogen. In case of pathogen attack, 
this cell wall can be reinforced by the deposition of compounds such as callose (Luna et al., 
  
 
 
 
Figure 8: Relative expression of CALS-12 (A, B, C) and PME-3 (D, E, F) genes in 3 week-old plants of Aramis and Mélina 
inoculated with B. subtilis (A, D), P-S (B, E) or with B. subtilis then P-S (C, F). 
The control sample of each treatment was normalized to 1. Data represents the mean fold changes of 2 independent biological replicates containing 
3 pooled roots. In C and F, the first time is the duration of incubation with B. subtillis and the second with P-S 
 
Résultats     Partie 1 : Expérimentations in vitro 
 
 
97 
 
2011; Voigt, 2014), lignin (Vance et al., 1980; Denness et al., 2011) and by polysaccharide and 
glycoprotein rearrangement (Vorwerk et al., 2004; Bellincampi et al., 2014). In Arabidopsis, 
GSL5, coding for a callose synthase, was shown to be essential for callose papillae deposition 
and the resistance against Blumeria graminis (Jacobs et al., 2013). In our study, CALS-12 was 
chosen for its sequence homology with GLS5 of A. thaliana. As shown in Figure 8A and 8B, 
treatment with B. subtilis or P-S did not have an effect on the expression of CALS-12 in roots. 
However, when plants were treated with both biocontrol, a 2.5-fold increase of the expression 
of CALS-12 was observed for Aramis after 72 h of inoculation with the bacteria and a treatment 
of 24 h with P-S and after 96 h B. subtilis and 48 h P-S for Mélina (Figure 8C), suggesting, 
once again, a synergistic effect between the PGPR and P-S. Treatment with P-S and then 
inoculation with B. subtilis, did not have an effect on CALS-12 expression (Figure S1D). 
In both Aramis and Mélina, the inoculation with B. subtilis induced an increase, up to 
3-fold, of the expression of PME-3 (Figure 8D), observed for Aramis after 48h of inoculation 
and mainly noted after 96 h for Mélina. Similarly, elicitation with P-S induced a 2-2.5-fold 
increase of PME-3 expression in Aramis and Mélina after 48 h of treatment (Figure 8E). In the 
conditions treated with B. subtilis and P-S, no synergistic effect were observed in Aramis and 
Mélina and the increase of the expression did not exceed 2.5-fold (Figure 8F and Supplemental 
Figure S1C). Homogalacturonan (HG) de-esterification, triggered by pectin methylesterases 
(PMEs), leads to the generation of carboxyl groups, enabling aggregation of HG chains by 
binding calcium to reinforce the cell wall structure (Willats et al., 2001). De-esterification 
enables also HG degradation by polygalacturonases (Limberg et al., 2000) generating 
oligogalacturonides, known as DAMPs that enhance the plant defense response (Ferrari et al., 
2008). However a high degree of esterification seems to be correlated with plant resistance to 
pathogen by limiting the action of pathogen pectic enzymes (Le Cam et al., 1994; Wietholter 
et al., 2003). 105 putative PMEs have been identified in flax (Pinzón-Latorre and Deyholos, 
2013) and PME-1 and PME-3 were shown to play a role in flax defense response against F. 
oxysporum (Wojtasik et al., 2011; Wojtasik et al., 2016). However, other PMEs could interplay 
in defense response. Moreover, it has recently been shown in banana (Musa spp) that PME 
activity is dependent to the pathogenic race of F. oxysporum and that the infection with a 
virulent strain conducted to a higher level in PME activity and led to higher level of infection 
(Fan et al., 2017).  
To summarize, both B. subtilis and P-S are able to induce the expression of several 
defense-related genes investigated and the association of the bacteria and the steroid compound 
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leads to an enhance response for PR and PAL gene expression. However, no real differences 
were observed in conditions treated first with the molecule and then with B. subtilis. The 
expression of defense-related genes is a transient response and the effect of the treatment may 
be not observed at the investigated times. We showed that the inoculation with B. subtilis 
induced the formation of callose deposit in leaves, however, no differences in the expression 
level of CALS-12 were detected in roots. CALS belong to a family of genes and other isoform 
could be involved in callose deposition in roots. Furthermore, while no effect of the bacteria or 
P-S were observed on the expression of CALS-12; in plants treated with B. subtilis and P-S, a 
2.5-fold increase of the expression was observed. The use of this two biocontrol seems to be a 
good strategy to improve plant defense and particularly to enhance the resistance against fungal 
pathogens considering the high level of expression of glucanase and chitinase genes. However, 
further investigations are required to verify if flax plants co-treated with B. subtilis and P-S 
develop less symptoms in the presence of Fol and are more resistant.   
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SUPPLEMENTARY DATA 
Supplemental Figure S1: Relative expression of PR-2 (A), CTL-10 (B), PME-3 (C), CALS-12 (D), PAL-3 (E), PAL-4 (F) and LOX-3 
(G) genes in 3 week-old plants of Aramis and Mélina inoculated with P-S and then with B. subtilis. 
The control sample of each treatment was normalized to 1. Data represents the mean fold changes of 2 independent biological replicates 
containing 3 pooled roots. The first time indicated in the figures is the duration of incubation with P-S and the second with B. subtillis 
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Avant-propos 
 
Les résultats présentés dans cette partie, sous forme d’article, résultent d’une 
expérimentation réalisée en serre visant à étudier l’effet de la souche ATCC 6633 de B. subtilis 
sur le développement de la fusariose et sur les propriétés des tiges. Suite à une contamination 
par l’oïdium, une partie de l’expérimentation a dû être arrêtée environ 5 semaines après son 
lancement, ce qui explique que les analyses à 42 et 63 dpi n’ont été effectuées que sur les plantes 
inoculées avec F. oxysporum. Après 12 semaines de culture, l’oïdium ayant atteint la totalité 
des plantes, l’expérimentation a été complétement arrêtée. Un deuxième essai a été lancé, 
cependant suite à un mauvais fonctionnement des pompes à chaleur, il n’a pas pu être mené à 
terme. Par ailleurs, la caractérisation des propriétés des tiges a été menée grâce à des techniques 
de thermogravimétrie, FT-IR et chromatographie en phase gazeuse. Une étude des propriétés 
mécaniques via des tests de traction était également prévue mais les plantes ayant été séchées 
après la récolte, les échantillons étaient trop friables pour réaliser ces analyses. 
  
 
 
 
 
RESULTATS      Partie 2 : Expérimentations en serre  
  
 
111 
 
II.2 Effet de B. subtilis sur le développement de la fusariose, impact sur 
les propriétés des tiges (Article) 
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ABSTRACT 
 
In Normandy, flax (Linum usitatissimum) is a plant of important economic interest 
because of its fibers. Fusarium oxysporum, a telluric fungus, is responsible for the major losses 
in crop yield and fiber quality. Several methods have been identified to limit the use of 
phytochemicals on crops. One of them is the use of Plant Growth Promoting Rhizobacteria 
(PGPR) occurring naturally in the rhizosphere. PGPR are known to act as local antagonisms to 
soil-borne pathogens and to enhance plant resistance by eliciting the Induced Systemic 
Resistance (ISR). In this study, we first investigated the cell wall modification occurring in 
roots and stems after inoculation with F. oxysporum f. sp. lini (Fol) in two flax varieties, Aramis 
and Mélina. First, we show that the two varieties display different cell wall organization and 
that rapid modifications occurred in roots and stems after inoculation, involving weakly 
methylesterified homogalacturonans, hemicelluloses and arabinogalactan proteins. 
Furthermore, we show that the involvement of pectins after Fol infection was mainly due to a 
reorganization whereas it seemed to be due to de novo synthesis for hemicelluloses. Then, we 
demonstrated the efficiency of a Bacillus subtilis strain to limit Fusarium wilt on both flax 
varieties with a better efficiency for Mélina than Aramis. Finally, thermo-gravimetric analyses 
showed that B. subtilis and Fol induced modifications of the stem properties, suggesting a cell 
wall reinforcement, which seems to be the consequence of changes in the cell wall composition 
for Aramis and suspected to be due to a cell wall reorganization in Mélina. 
 
Keywords: Flax (Linum usitatissimum), Fusarium oxysporum, Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria, Bacillus subtilis, cell wall, physicochemical properties 
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INTRODUCTION 
 
Flax (Linum usitatissimum) is a plant with an important economic interest in the French 
Normandy region. Flax fibers are traditionally used in the textile industry. Nowadays, the use 
of plant fibers in composite materials is increasing, firstly due to their physicochemical 
properties that reduce the size and weight of the materials while improving its mechanical 
strength, and secondly for economic and sustainable reasons. One of the main problem in using 
natural fibers is their physic and chemical variability. In flax, the bast fibers formed fibrous 
bundles, which provide strength to the stem. Fibers development is in direct relationship with 
plant growth and development (Morvan et al., 2003; Crônier et al., 2005). Thereby, biotic 
and/or abiotic stresses will have a direct impact on the fibers quality (Chemikosova et al., 2006).  
Fusarium oxysporum forma specialis lini (Fol) is one of the main pathogens in flax crop, 
causing the Fusarium wilt, which provokes the lowering of crop yield and fibers quality. This 
telluric fungus penetrates predominantly by the roots at the intercellular junctions of cortical 
cells or through wounds (Perez-Nadales and Di Pietro, 2011). After penetrating the roots, the 
mycelium grows inter- and intracellularly through the cortex until it reaches the xylem vessels. 
Then, the fungus expends within the xylem by producing conidia that germinate to develop new 
mycelium (Bishop and Cooper, 1983; Perez-Nadales et al., 2014). F. oxysporum can survive in 
soil for extended period of time by producing chlamydospores (thick-walled survival structures) 
or by growing saprophytically on organic compounds until a new cycle of infection (Agrios, 
2005).  
The cell wall is the first physical barrier to pathogen infection. It is a dynamic structure 
composed by cellulose and hemicelluloses polysaccharides embedded in a pectin matrix, 
enzymes and non-enzymatic glycoproteins such as extensin and arabinogalactan-proteins 
(AGPs). The cell wall composition and rearrangement are strictly regulated in the different 
types of cells during their growth, development and plant response to abiotic and/or biotic stress 
factors (Tenhaken, 2015; Bellincampi et al., 2014). In land Plant, cellulose is composed of 36 
β-(1,4)-glucan chains connected with hydrogen bonds and Van der Walls forces forming 
microfibrils with amorphous and crystalline zones. Linked to cellulose microfibrils, 
hemicelluloses are subdivided into: xyloglucan (XyG) (β-1,4-glucose chains substituted with 
xylose, xylose-galactose or xylose-galactose-fucose), xylan (chains of β-1,4-xylose that can be 
substituted with arabinose and/or glucuronic acid) and glucomannan (chains of glucose and 
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mannose linked in β-(1,4)) (Cosgrove, 2005). Pectins are a complex and heterogeneous group 
of polysaccharides constituted of four different structural motifs: (i) homogalacturonan (HG), 
constituted of a linear chain of D-galacturonic acid secreted in the cell wall with a high degree 
of methylesterification (DM) which is regulated by the action of pectin methylestarases 
(PMEs), (ii) xylogalacturonan, chains of HG substituted with xylose, (iii) rhamnogalacturonan 
I (RG-I), chains composed of the repeating α-1,4-galacturonic acid - α-1,2-rhamnose 
disaccharide substituted on the rhamnosyl residues with lateral chains of arabinan, galactan 
and/or arabinogalactan, and (iv) rhamnogalacturonan II (RG-II), constituted of a backbone of 
α-1,4-galacturonic acid and four lateral chains containing a high diversity of monosaccharides  
(Mohnen, 2008). Structural proteins are also present in the cell wall. These proteins include the 
hydroxyproline-rich glycoproteins (HRGPs) that are composed of arabinogalactan-proteins 
(AGPs) and extensins. These glycoproteins consist of a protein backbone rich in serine-
hydroxyproline units, separated by regions rich in tyrosine, lysine and histidine (Kieliszewski 
and Lamport, 1994). Upon infection of flax with Fol, numerous genes are up-regulated 
including cell wall-related genes coding HRGP, cell wall remodeling proteins such as 
expansins, xylosidases, galactosidases, xyloglucan endo-transglucosylases, pectin lyase, PMEs, 
polygalacturonases, their inhibitors (PMEI, polygalacturonase inhibitor, xyloglucan 
endoglucanase inhibitor) and lignin-related genes like phenylalanine ammonia lyases, 
peroxidases, laccases… (Galindo-Gonzales and Deyholos, 2016; Wojtasik et al., 2016). 
Interestingly, while overexpression of defense-related genes was observed in resistant flax 
cultivars, cell wall organization and biogenesis-related genes were down-regulated in 
susceptible ones (Dmitriev et al., 2017). 
Numerous studies have reported the effect of beneficial microorganisms such as Plant 
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) on plant growth and protection against pathogens. 
Several bacteria have been identified as PGPR, however, the two predominant genera are 
Pseudomonas spp and Bacillus spp (Beneduzi et al., 2012). Beside their ubiquities, members 
of the genus Bacillus offer advantages over other microorganisms as they are tolerant to 
fluctuating pH, temperature and osmotic conditions (Nicholson et al., 2000) and can colonize 
and establish robust interactions with roots by forming biofilms (Allard-Massicotte et al., 
2016). In addition to their abilities to increase nutrient uptake and promote plant growth, these 
bacteria have been shown to produce antifungal compounds and induce plant resistance against 
pathogens (Vanittanakom et al., 1986, Duitman et al., 1999, Ongena et al., 2007, Beneduzi et 
al., 2012). The efficiency of Bacillus spp to limit Fusarium wilt has been demonstrated on 
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different plant species such as tomato (Ajilogba et al., 2013), wheat (Grosu et al., 2015, Zalila-
Kolsi et al., 2016), maize (Cavaglieri et al., 2005) or pepper (Yu et al., 2011).  
To date, the best known ways to limit Fusarium wilt on flax are the selection of tolerant 
varieties and crop rotations (a flax culture every 7 years). However, the continuous generation 
of new pathogenic strains requires the development of alternative methods. Wojtasik and 
colleagues (2013) have proposed to use transgenic varieties, overproducing a β-(1,3)-glucanase. 
They reported in these overexpressing lines, an accumulation of pectins and phenolic 
compounds in the fibers, thus improving anti-oxidant properties without altering their 
mechanical properties.  
In this study, we propose to use the Bacillus subtilis ATCC 6633 strain to limit Fusarium 
wilt on flax. We investigated first by cell imaging the impact of Fusarium oxysporum f. sp. lini 
(Fol) infection on the cell wall remodeling in two flax varieties (Aramis and Mélina) after 
different time points of infection and second by biochemical approaches, the impact of a pre-
inoculation or not with B. subtilis then with Fol or not on disease development, stem 
composition and properties. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Plant material. The two flax varieties (Aramis and Mélina) were provided by the agricultural 
cooperative Terre de Lin (76740 Saint-Pierre-Le-Viger, France). Seeds were sterilized with 70 
% (v/v) ethanol for 15 min, then 2.6 % (v/v) bleach for 15 min before being washed 10 times 
with sterilized water. Seeds were soaked during 10 min before sowing in pellets of compressed 
peat rehydrated in home-made Hoagland medium (Hoagland and Amon, 1950). Plants were 
grown in greenhouse with a photoperiod of 16 h at 24 °C days and 18 °C night with 60 % of 
humidity, and watered with Hoagland medium twice a week. At the cotyledon stage, plants 
were sprayed with 0.5 mg.mL-1 zinc sulphate. After 3 weeks, peat pellets were transferred into 
2 L pots (4 pellets per pot) containing sterilized soil and watered via a drip system.  
Bacterial strain. Bacillus subtilis ATCC 6633 was provided by the laboratory of 
Microbiologie, Signaux et Microenvironnement (LMSM, Normandie Univ, UNIROUEN, 
France). Bacteria were grown in 100 mL Luria-Bertani (LB) medium on a rotary shaker (150 
rpm) at 37 °C. The inoculum was centrifuged (4000 g, 5 min) and rinsed 3 times with 
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physiological water (9 g.L-1 NaCl, pH 7.2) before being diluted to a final concentration of 106 
CFU.mL-1.  
Fungal strain. F. oxysporum f sp. lini (Fol) 04-649 was isolated from the soil of a contaminated 
flax field (76550 Ambrumesnil, France) and provided by Terre de Lin. The mycelium was 
grown in Petri dishes on PDB medium (Difco™ Potato Dextrose Broth), supplemented with 1 
% (w/v) of Agar (Sigma-Aldrich), at 25 °C with 12 h of light. To enhance the sporulation, part 
of the mycelium was harvested and incubated in Armstrong’s liquid medium (Armstrong and 
Armstrong, 1948) on a rotary shaker (120 rpm) at 25 °C with 12 h light for 5 days. The inoculum 
was then filtered through a Falcon™ Cell Strainer (40 µm pore), centrifuged (4000 g, 7 min, 4 
°C) and rinsed 3 times with deionized water before being diluted to a final concentration at 106 
conidia.mL-1 (Visser et al., 2004).  
Inoculation and harvests. Plants were inoculated with the bacteria, two weeks after sowing, 
by dipping 50 pellets in 1 L of physiological water containing 106 CFU.mL-1 for 1 h. A week 
later, plants were inoculated with the fungus by dipping 50 pellets in 1 L of deionized water 
containing 106 conidia.mL-1 for 1 h. Harvests were carried out 2 and 63 days post inoculation 
(dpi) with Fol for immunofluorescence studies and 8, 21, 42 and 63 dpi for biochemical 
analyses (Figure 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1: Experimental design   
Plants of Aramis and Mélina were inoculated 2 weeks after sowing with B. subtilis and a 
week later with Fol. Harvests for immunofluorescence studies were carried out on plants 
inoculated or not with Fol at 2 and 63 dpi with Fol. Harvests for biochemical analyses 
were done 8, 21, 42 and 63 dpi. 
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Symptom detection. Plants with a bending of the apex and a loss of pigments, characteristic to 
Fusarium wilt, were counting and reported to the total number of plants for each conditions. 
Sample preparation for microscopy. Root and stem samples were collected on Aramis and 
Mélina flax plants non-inoculated or inoculated with Fol at 2 and 63 dpi. Samples of about 1 
cm were collected 5 cm under the crown for the roots and in the stem, between the two first 
nodes. Samples were fixed in 4 % paraformaldehyde for 1h30 and then conserved in phosphate 
buffer saline (PBS) at 4°C. Samples were then fixed in 1% paraformaldehyde and 1% 
glutaraldehyde mixture (v/v) in 0.1 M cacodylate buffer pH 7.2. Samples were dehydrated in 
an ethanol series (30, 50, 70, 100 and 100 %) 20 min each and transferred to an embedding 
resin (London Resin White, LRW) through a LRW – ethanol series (25, 50, 70, 100 and 100%) 
24 h each (or 100% for 2 weeks for the stem samples). The resin was finally polymerized under 
UV for 48 h. Semi-thin sections of 2 µm were cut with a microtome (Ultramicrotome Leica EM 
UC6). Longitudinal and transversal sections were performed for roots and stems, respectively.  
Fungal detection. Fol detection was carried out on semi-thin longitudinal root sections and 
transversal stem sections of Aramis and Mélina inoculated or not 2 and 63 dpi with Fol. Sections 
were treated with 0.8% (w/v) sodium metaperiodate for 5 min before being washed 2 times with 
ultrapure water. Sections were then treated with periodic acid 0.5% for 5 min. After being 
washed 2 times with ultrapure water, sections were incubated with a mixture of 50 µg.mL-1 
Wheat Germ Agglutinin (WGA) that recognizes N-acetylglucosamine residues (InVitrogen) 
and 50 µg.mL-1 Helix Pomatia Agglutinin (HPA) that recognizes N-acetylgalactosamine 
residues (InVitrogen) (Ghosh et al., 1990). Both lectins were conjugated to Alexa Fluor 488 
dye and incubated in PBS 4h at 37°C. Sections were thoroughly washed 5 times in PBS. 
Sections were then stained with 0.5% (w/v) calcofluor white before being washed 3 times in 
PBS and once with ultrapure water. Sections were examined using the microscope Leica DMI 
6000 B equipped with the camera DFC 450 C (Leica). Picture overlay was performed with 
ImageJ software (Abramoff et al., 2004). 
 
Immunofluorescence labelling of plant cell wall polymers. Plant Probes monoclonal 
antibodies (mAbs) were used to recognize epitopes associated with different cell wall polymers 
(Table 1). Sections were saturated 30 min in 3% (w/v) bovine serum albumin (BSA), 1:20 (v/v) 
normal goat serum (NGS) in 0.1% PBS – Tween20 (PBST) and washed five times with 1% 
BSA, 0.1% PBST. After an overnight incubation at 4°C in humid chamber with diluted mAbs 
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(1:2) in 1% (w/v) BSA, 1:20 (v/v) NGS in 0.1% PBST, samples were washed five times with 
1% BSA, 0.1% PBST. Then, samples were incubated 2h at 25°C in the dark with the secondary 
antibody (anti-rat goat-IgG conjugated to Alexa Fluor 488 dye, 1:200, InVitrogen). After 
washing five times with 1% BSA, 0.1% PBST and two times with ultrapure water, sections 
were examined using the microscope Leica DMI 6000 B equipped with the camera DFC 450 C 
(Leica). For all the mAbs tested, the images were acquired at the same exposure time (486 ms). 
Images were then transformed with ImageJ software in “Red Hot” colors to major the intensity 
level scale. Images were classified into 4 classes: no fluorescence (zero), slight (1), medium (2) 
and high (3) fluorescence (Figure 2). The ratio between the inoculated and non-inoculated 
conditions allowed the evaluation of the evolution of the fluorescence intensity level. 
 
Table 1: mAbs used for the detection of cell wall polysaccharide and glycoprotein epitopes 
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Cell wall extraction. Cell wall extraction was carried out on 3 plants of Aramis and Mélina 
inoculated or not with B. subtilis and/or Fol, 21 dpi with Fol. Plants were finely ground and 
incubated 3 times in 70% ethanol at 70°C for 15 min and with a mixture of methanol/chloroform 
(1:1, v/v) before being rinsed with acetone. The remaining insoluble residue was dried to yield 
the cell wall residue (alcohol insoluble residue, AIR). 50 mg of AIR was treated twice with 
boiling 0.5 % ammonium oxalate (w/v) for 1 h to yield the pectin-enriched fraction. The 
insoluble residue was treated twice with 4 M KOH supplemented with 20 mM NaBH4 at room 
temperature for 2 h. The supernatants were acidified to pH 5.5 with acetic acid to obtain the 
hemicellulose-enriched fraction. After dialysis against distilled water, the pectin- and 
hemicellulose-enriched fractions were freeze-dried. The remaining insoluble residue was 
washed with water and dried. 
Gas chromatography analysis. Monosaccharide compositions of the AIR, pectin- and 
hemicellulose-enriched fractions were determined by gas liquid chromatography using inositol 
as an internal standard. A mixture of authentic sugars (Ara: arabinose, Rha: rhamnose, Fuc: 
fucose, Xyl: xylose, GlcA: glucuronic acid, ManA: mannuronic acid, Man: mannose, Gal: 
galactose, GalA: galacturonic acid, Glc: glucose and Mannitol) (0.1 µmol.mL-1) was used as an 
external standard. Each fractions were hydrolyzed with 250 µL of 2 M trifluoroacetic acid for 
Figure 2: Intensity level analysis  
Images were transformed in “Red Hot” mode and classified into 4 classes, from zero to 3 
depending on the evaluation of yellow proportion in each image. 
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2h at 110°C. Samples were then washed twice with 50 % isopropanol. Samples were freeze-
dried prior being treated with 1 M methanol-HCL for 16h at 80°C. After silylation at 110°C for 
20 min, samples were dried, dissolved in cyclohexane, and analyzed using a GC 3800 Varian 
GC system equipped with a DB1 capillary column and a flame ionization detector. 
Monosaccharide composition was calculated using the response factor for each sugar.  
Thermo-gravimetric (TG) analyses. 10 mg of dried flax stem were fragmented and placed in 
alumina crucible and then submitted to a temperature rate of 10°C.min-1 from 25°C to 800°C 
under condensed air. TG spectra were obtained using thermal balance (TG 209 F1 Libra®, 
Netzsch). The curves were normalized according to a baseline made on an empty crucible. 
Analyses were carried out from the derivative (DTG) of the weight loss curve on the software 
Proteus (Netzsch). 
Fourier transformed Infra-Red spectroscopy. FTIR analysis were performed using the 
spectrophotometer Smart OMNI-Sampler™ (Thermo Scientific) in Attenuated Total 
Reflectance (ATR) mode. All FTIR spectra are an average of 36 scans, collected at a spectrum 
resolution of 4 cm-1, over the range from 4000 to 400 cm-1. 3 separated spectra were acquired 
on each sample.  
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RESULTS  
 
Localization of Fol in flax plants 
2 dpi with Fol, germinated conidia were localized at the external layer of roots of Aramis 
(Figures 3A-B) and Mélina (Figures, 3C-D). At 63 dpi, conidia and fungal mycelium were 
detected intra and intercellularly in the root (Figure 3E-H). At 63 dpi, fungi have reached the 
stems and grew into the xylem vessels and impacted the cell wall integrity (Figure 3I-L).  
 
Figure 3: Localization of F. oxysporum in the root and stem at 2 and 63 dpi 
Detection of Fol (yellow) was carried out on roots of Aramis and Mélina 2 dpi (A-D) and 63 
dpi (E-H) and on stems 63 dpi with Fol (I-L) stained with WGA and HPA. I- L images were 
acquired in the xylem vessels. The blue color is due to calcofluor white staining, scale bar = 
20µm. White arrows locate Fol. Red arrows show the loss of cell wall integrity. CC: cortical 
cells, VC: vascular cylinder. 
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Cell wall remodeling in roots after F. oxysporum inoculation 
Differences in the cell wall organization were investigated by comparing the changes of the 
fluorescence intensity level after indirect immunofluorescence of different cell wall 
polysaccharides and glycoproteins in roots and stems between non-inoculated and inoculated 
plants with Fol at 2 and 63 dpi.  
As shown in Figure 4, Aramis and Mélina differed in the cell wall remodeling after Fol 
inoculation. At 2 dpi, in Aramis roots, a decrease of the intensity level was generally observed. 
The most important modifications were observed for pectins with a strong decrease of 
the labelling of weakly methylesterified HG detected with LM19 and the arabinan side chains 
of RG-I detected with LM6 (Figure 4, Supplemental Figure S1A, S1B, S1I, S1J). For the 
hemicelluloses, an important decrease of labelling intensity of XyG was mainly observed in the 
vascular cylinder (Figure 4, Supplemental Figure S1M, S1N). Only a slight decrease in the 
detection of xylan and no changes in the labelling of mannan in both the cortical cells and the 
vascular cylinder were noted (Figure 4, Supplemental Figure S1Q, S1R). In the same way, no 
modifications in the labelling of extensin and a weak decrease of AGPs labelling occurred in 
roots of Aramis (Figure 4, Supplemental Figure S1U, S1V). In contrast, in roots of Mélina, an 
increase of labelling intensities were generally observed. The most important changes were also 
observed for pectins with a high increase of the intensity level of weakly methylesterified HG 
in the vascular cylinder and the cortical cells (Figure 4, Supplemental Figure S1C, S1D). The 
detection of the arabinan side chains and the highly methylesterified HG increased also in 
intensity in the vascular cylinder (Figure 4, Supplemental Figure S1G, S1H, S1K, S1L). For the 
hemicelluloses, modifications appeared for the XyG, with a slight increase of labelling intensity 
in both the cortical cells and the vascular cylinder, and for the xylan, a high increase of the 
detection level in the vascular cylinder (Figure 4, Supplemental Figure S1O, S1P, S1S, S1T). 
As for Aramis, no detection of extensin was observed, however modifications in the labelling 
of AGPs were observed with a higher increase of intensity in the cortical cells than in the 
vascular cylinder (Figure 4, Supplemental Figure S1W, S1X). Surprisingly, the main 
differences between the two varieties are mostly observed in roots in non-inoculated conditions 
(Figure 4, Supplemental Figure S1). The modifications due to the inoculation with Fol led to 
similar levels of detection for each polysaccharide except for the weakly methylesterified HG 
and AGPs, which seemed to be more labelled in Mélina than Aramis (Figure 4, Supplemental 
Figure S1). At 63 dpi, a decrease in the detection level of the arabinan side chains of RG-I was 
RESULTATS      Partie 2 : Expérimentations en serre  
  
 
125 
  
clearly observed in both cortical cells and vascular cylinder in Aramis and Mélina (Figure 4, 
Supplemental Figure S2I, S2J, S2K, S2L). In addition, for Mélina, decreases in the intensity 
levels were observed for both XyG and xylan, the strongest decrease was observed for XyG 
(Figure 4, Supplemental Figure S2O, S2P, S2S, S2T). For HRGPs, both AGPs and extensin 
were less detected (Figure 4, Supplemental Figure S2W, S2X). Overall, opposite effects were 
observed between Aramis and Mélina 2 dpi with a reduction of fluorescence intensity in Aramis 
and an increase in Mélina. 63 dpi, only few changes were observed in Aramis but mostly a 
reduction of fluorescence intensity in Mélina. 
 
 
Figure 4: Evolution of the fluorescence intensity after immuno-localization of cell wall 
epitopes in roots and epicotyls between inoculated and non-inoculated plants with F. 
oxysporum 
Indirect immunofluorescence detection of different cell wall polysaccharides and glycoproteins 
were carried out on roots (longitudinal sections) and stems (cross sections) of Aramis and 
Mélina plants inoculated or not with Fol during 2 and 63 days. The evolution of the 
fluorescence intensity was measured with ImageJ on at least 4 images per condition, on 
different tissues: the cortical cells (CC) and the vascular cylinder (VC) in roots, and the cortical 
parenchyma (CP), fibers (F), phloem (P) and xylem (X) in stems. A decrease in the fluorescence 
intensity is indicated in green, an increase in red and no changes in black. 
 
Cell wall remodeling in stems after F. oxysporum inoculation 
 
In the stem 2 dpi with Fol, differences were noted for Aramis in the detection of pectins. 
Both weakly and highly methylesterified HG detection levels increased in the cortical 
parenchyma, and the vascular tissues (Figures 4 and 5A-B, 5E-F). In the fibers, only the level 
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of weakly methylesterified HG increased (Figures 4, 5A-B) compared to the other anti-pectin 
mAbs (Figures 4, 5E-F, 5I-J). For hemicelluloses, a high increase in the labelling of xylan was 
detected in the cortical parenchyma (CP), the fibers and phloem (Figures 4, 6E-F) and a slight 
increase in the detection of the XyG was observed in the CP and the phloem (Figures 4, 6A-B). 
No changes were detected for mannan (Figures 4, 6I-J) and HRGPs (Figures 4, 7A-B, 7E-F). 
Many modifications were observed in Mélina. For pectins, the most important changes were 
observed for the weakly methylesterified HG, with an increase in the detection level in all the 
tissues (Figures 4, 5C-D). Highly methylesterified HG fluorescence intensity increased also in 
the phloem but decreased in the xylem (Figures 4, 5G-H). The level of detection of the arabinan 
side chains of RG-I increased also in the fibers and the phloem (Figures 4, 5K-L). For the 
hemicelluloses, the detection increased in all the tissues for XyG (Figures 4, 6C-D) and in the 
fibers and the xylem for xylan (Figures 4, 6G-H). For the HRGPs, very weak labelling was 
observed for extensin in all the conditions (Figure 4), however, an increase in the detection of 
AGPs was identified in fibers, phloem and xylem (Figures 4, 7C-D).  
At 63 dpi, no modifications were detected for the HG (Figures 4, 5M-N, 5Q-R) and only 
a weak increase in the detection level of arabinan side chains of RG-I was noticeable in the 
fibers and their decreases in the xylem were noted in Aramis (Figures 4, 5U-V). However, 
changes in the detection levels of hemicelluloses were observed with an increase of the labelling 
of mannan in all the tissues (Figures 4, 6U-V) and an increase in the intensity level of xylan in 
the fibers and the xylem (Figures 4, 6Q-R). The labelling intensity for XyG increased also in 
fibers but decreased in the phloem (Figures 4, 6M-N). For the HRGPs, the detection level of 
extensin increased in the fibers (Figures 4, 7E-F). In contrast, in both fibers and phloem, AGPs 
labelling decreased (Figures 4, 7I-J). For Mélina, slight modifications were observed. For 
pectins, only a decrease in the detection of HGs was noticeable in the xylem (Figures 4, 5O-P, 
5S-T), whereas no changes were observed with LM6 (Figures 4, 5W-X). Only a weak decrease 
in the intensity level of XyG was detected in the fibers (Figures 4, 6O-P) while an increase of 
xylan in CP, fibers and phloem were noted (Figures 4, 6S-T) and no modification appeared for 
mannan (Figures 4, 6W-X) and HRGPs (Figures 4, 7O-P, 7S-T).  
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Figure 5: Immuno-detection of pectins 
Indirect immunofluorescence of pectins was carried out on semi-thin cross sections of stems 
from Aramis and Mélina 2 and 63 dpi with Fol. A-L: plants at 2 dpi, scale bar = 50 µm ; M-
X: plants at 63 dpi, scale bar = 200 µm. cp: cortical parenchyma ; p: phloem ; x: xylem ; 
white arrow indicates fibers.  
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Figure 6: Immuno-detection of hemicelluloses  
Indirect immunofluorescence of hemicelluloses was carried out on semi-thin cross sections of 
stems from Aramis and Mélina 2 and 63 dpi with Fol. A-L: plants at 2 dpi, scale bar = 50 µm 
; M-X: plants at 63 dpi, scale bar = 200 µm. cp: cortical parenchyma ; p: phloem ; x: xylem ; 
white arrow shows fibers.  
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The inoculation of B. subtilis reduces Fusarium wilt symptoms appearance  
Fusarium wilt on flax is characterized by a bending of the apex and a loss of pigments (Figure 
8A). Symptoms appearance was investigated on plants pre-inoculated or not with B. subtilis 2 
weeks after sowing and inoculated with Fol a week later. 50 dpi with Fol, about 50% of plants 
inoculated only with Fol presented Fusarium wilt symptoms (52.8% for Aramis and 51.3% for 
Mélina). Less diseased plants were counted when they were pre-inoculated with B. subtilis: 
25% of Aramis plants presented symptoms and only 9.7% for Mélina (Figure 8B). 
Figure 7: Immuno-detection of HRGPs  
Indirect immunofluorescence of HRGPs was carried out on semi-thin cross sections of stems 
from Aramis and Mélina 2 and 63 dpi with Fol. A-H: plants at 2 dpi, scale bar = 50 µm ; I-P: 
plants at 63 dpi, scale bar = 200 µm. cp: cortical parenchyma ; p: phloem ; x: xylem ; white 
arrow indicates fibers.  
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Monosaccharide composition of stem cell walls from plants inoculated or not with B. subtilis 
and/or F. oxysporum  
The extraction of pectins on flax stems 21 dpi with Fol led to a yield of about 17-20% for 
Aramis and Mélina plants inoculated or not with B. subtilis and/or Fol (Supplemental Figure 
S3A). For Aramis, the hemicellulose-enriched fraction yield seemed to be lower in plants not 
inoculated or inoculated only with B. subtilis (19% and 14%, respectively, Supplemental Figure 
S3B) than for plants inoculated with Fol or with both bacteria and Fol (27% and 23%, 
respectively). Similar results were obtained with Mélina. The extraction yield was higher for 
plants inoculated with Fol only (29%) than for the other conditions: 21% for Mélina NI and 
23% for plants inoculated with B. subtilis or B. subtilis and Fol. No differences for the insoluble 
residues were obtained, with a total yield of about 7%.  
As shown in Supplemental Figure S4 (A and B), The main monosaccharides were Xyl, 
GalA, Gal, Glc and Ara suggesting that the main hemicellulose is a xylan-type with low level 
of XyG. The low levels of Glc and Ara and high level of Xyl detected in the hemicellulose-
Figure 8: Effect of the inoculation with B. subtilis on Fusarium wilt symptoms 
appearance 
2 week-old plants of Aramis and Mélina were inoculated or not with 106 B. subtilis CFU.mL-1 
and with 106 Fol spores.mL-1 a week later. (A) Fusarium wilt is characterized by a bending of 
the apex. Scale bar = 5 cm. (B) Symptoms of Fusarium wilt were noted 50 dpi with Fol. Each 
bar represents the mean of 64 ≤ n ≤ 72 plants ± SD for each condition. Statistical analyses 
were performed with the Mann-Withney test (α = 0.05). Asterisks indicate significant 
differences between mean values: ** (P < 0.01), **** (P < 0.0001).  
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enriched fractions (Supplemental Figure S4E, S4F) confirmed that the main hemicellulose is a 
xylan with low level of arabinoxylan as shown with LM10 labelling that recognized 
unsubstituted or relatively low-substituted xylans. The pectin motifs, HG and RG-I, were 
predominant with the possible presence of AGPs. In Aramis, the relative abundance of Xyl in 
the cell wall of plants inoculated with B. subtilis and/or Fol is significantly higher than in the 
non-inoculated ones (Supplemental Figure S4A). In contrast, a decrease in the Glc content was 
observed in plants inoculated with B. subtilis and/or Fol which could indicate a decrease in 
XyG content and an increase in the level of xylan (Supplemental Figure S4A). In Mélina, few 
differences were observed in the hemicellulose-enriched fraction (only an increase in the Xyl 
level in plants inoculated with B. subtilis and Fol) (Supplemental Figure S4F). However, the 
inoculation with B. subtilis and Fol seemed to have an impact on the pectin content 
(Supplemental Figure S4C, S4D). Indeed, a decrease in the level of GalA, associated with an 
increase in the proportion of Ara and Rha was observed in plants inoculated with B. subtilis and 
Fol for Mélina (Supplemental Figure S4C) and in plants inoculated with the bacteria only in 
Aramis (Supplemental Figure S4D). These differences could be associated with a decrease in 
the proportion of HG and an increase in RG-I (Figure 9A). In contrast, in Aramis plants 
inoculated with both bacteria and Fol, a decrease in the level of Ara and an increase of GalA 
were observed, which could be due to a decrease in the level of substitution of the RG-I 
backbone (Figure 9B). Similarly, the decrease in the Gal level, observed in Mélina plants 
inoculated with both bacteria and Fol, may suggest a decrease in the level of substitution on the 
RG-I backbone. 
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Figure 9: Comparison of the level of the pectic motifs (A) and branching patterns of RG-
I (B) 
In A, grey bars indicate the proportion of HG (HG (%) = (GalA – Rha) / (GalA + Rha) × 100) 
and white bars indicate the proportion in RG-I backbone (RG-I (%) = 2Rha / (GalA + Rha) × 
100). In B, (Ara + Gal) / Rha gives information concerning the level of substitution on the RG-
I backbone. Each bar represents the mean of 3 replicates ± SD.  
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Thermo-gravimetric analyses of flax stems inoculated or not with B. subtilis and/or F. 
oxysporum  
As shown in Table 2, commercial arabinoxylan, XyG and cellulose displayed a single PT of 
degradation around 290°C, 320°C, and 350°C, respectively (except the one between 50°C and 
70°C that corresponds to the water evaporation). In contrast, the degradation profile of xylan 
(chains of β-1,4-xylose) and citrus pectin (mainly composed of HG) presented two WL peaks 
around 230°C and 320°C, corresponding to a rapid ring scission and the formation of gases and 
tar.  
 
 
 
 
 
 
 
 
TG analyses carried out on flax stems at different stages of infection: 8, 21, 42 and 63 
dpi with Fol showed different thermal transitions. The initial WL occurred between 54°C and 
68°C and corresponds to adsorbed water. Reactions occurring after can be separated into two 
sections: the reactions below and above 300°C. In the first section, three phases take place: the 
induction of the degradation, quick degradation, and slow degradation leading to the 
depolymerization of the polysaccharides and the formation of carbonyl, carboxyl and aldehyde 
groups. These first reactions led to a WL of about 20 % of the total weight in each condition 
(Figures 10 and 11). In non-inoculated conditions or inoculated with Fol only, the first peak 
was distinguishable between 150°C and 160°C and the second one around 210°C (except at 63 
dpi for Aramis-Fol, Figure 11 which was at 170-180°C). The WL occurring around 210°C 
Tableau 2: DTG peak temperatures (T°) and weight losses (WL) from TGA curves of 
commercial cellulose, hemicelluloses and pectin 
TG analyses were carried out on 10 mg of samples from 25 to 800°C at a heating rate of 
10°C.min-1. The temperatures reported are temperatures in the DTG curves that correspond to 
points of maximum slope in the original TGA curves. 
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seemed to decrease over time and more particularly for Mélina (from 6.2% to 2.7%). In 
conditions inoculated with B. subtilis, only one peak was observed between 150°C and 220°C 
(except at 63 dpi for Mélina-B.subtilis-Fol (NS), Figure 11). This peak occurred between 170°C 
and 180°C and led to a WL of about 4% for Aramis and Mélina at 8 dpi and for Aramis at 21 
dpi. A shift in the temperature appeared at 21 dpi for Mélina (from ~ 175°C to ~ 155°C) (Figure 
10). For Aramis, this shift in temperature was visible at a later harvesting stage (Figure 13). At 
63 dpi, Aramis plants displayed only one peak between 150°C and 220°C. Interestingly, for 
plants inoculated only with the fungus, this peak occurred at a temperature between 170°C and 
180°C whereas for healthy plants (NS) inoculated with both bacteria and Fol, this peak was 
detectable around 210°C and for diseased plants (S), between 150°C and 160°C (Figure 11) 
suggesting that the cell wall of healthy plants may be more resistant. For Mélina at 63 dpi, no 
differences were observed between plants inoculated with Fol only or healthy plants (NS) 
inoculated with B. subtilis and Fol, which presented a first peak between 150°C and 160°C and 
a second one around 210°C. In contrast, diseased plants (S) showed only one peak around 
155°C. Finally, a peak between 240°C and 260°C was always distinguishable, leading to a WL 
between 7.4% and 15.4% of the total weight. This WL was lower than 10% in non-inoculated 
conditions with B. subtilis at 8 and 21 dpi (Figure 10), while it reached up to 13.9% for the 
conditions inoculated with the bacteria.  
For the second section of reactions (above 300°C), three hydrolysis products were formed: tar, 
ash and gases leading to the final decomposition of the sample and all intermediary products. 
For each condition, the peak around 300°C contributed to the most important WL between 
33.2% and 44.9% of the total weight (Figures 12 and 13). This peak can be attributed to the 
final degradation of cellulose and hemicellulose by ring scission forming anhydrosugars, which 
will be dehydrated to form glucose and tar. A second peak was detected between 390°C and 
430°C. As described by Van De Velde and Kiekens (2002), this peak can be assimilated to the 
final degradation of cellulosic components but also to non-cellulosic polymers such as lignin 
that has a high thermal stability. At 8 dpi, this peak participated to the higher WL in plants 
inoculated with B. subtilis (between 14.01% and 16.23%) than in non-inoculated ones (between 
8.05% and 10.71%) (Figure 12). At 21 (Figure 12) and 42 dpi (Figure 13), no differences can 
clearly be distinguished. However, at 63 dpi, the WL occurring between 390°C and 430°C was 
lower in diseased plants (11.2% for Aramis and 9.7% for Mélina) than in healthy plants (NS) 
(14.1% for Aramis and 13.2% for Mélina) (Figure 13). 
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Figure 10: Weight loss percentage below 300 °C of flax stems inoculated or not with B. subtilis 
and/or Fol 8 and 21 dpi 
TG analyses were carried out on 10 mg of Aramis and Mélina dried stem from 25 to 800°C at a 
heating rate of 10°C/min. Each graph represents the mean of the weight loss percentage of three 
biological replicates harvested at 8 and 21 dpi with Fol.  
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Figure 11: Weight loss percentage below 300 °C of flax stems inoculated or not with B. subtilis 
and/or Fol 42 and 63 dpi 
TG analyses were carried out on 10 mg of Aramis and Mélina dried stem from 25 to 800°C at a 
heating rate of 10°C/min. Each graph represents the mean of the weight loss percentage of three 
biological replicates harvested at 42 and 63 dpi with Fol. S: Symptoms (diseased plants); NS: No 
symptoms (healthy plants).   
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Figure 12: Weight loss percentage above 300 °C of flax stems inoculated or not with B. subtilis and/or 
Fol 8 and 21 dpi 
TG analyses were carried out on 10 mg of Aramis and Mélina dried stem from 25 to 800°C at a heating 
rate of 10°C/min. Each graph represents the mean of the weight loss percentage of three biological 
replicates harvested at 8 and 21 dpi with Fol.  
 
  
 
 
  
 
  
RESULTATS      Partie 2 : Expérimentations en serre  
  
 
143 
  
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 13: Weight loss percentage above 300 °C of flax stems inoculated or not with B. subtilis 
and/or Fol 42 and 63 dpi 
TG analyses were carried out on 10 mg of Aramis and Mélina dried stem from 25 to 800°C at a 
heating rate of 10°C/min. Each graph represents the mean of the weight loss percentage of three 
biological replicates harvested at 42 and 63 dpi with Fol. S: Symptoms (diseased plants); NS: No 
symptoms (healthy plants).   
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Fourier Transformed Infra-Red spectroscopy  
FTIR spectroscopy was used to estimate the degree of methylesterification of HG and the 
structural characteristics of cellulose on flax stems inoculated or not with B. subtilis and/or Fol. 
Spectra obtained on dried flax stems allowed the detection of characteristic peaks that 
correspond to the vibrations of specific bonds (Supplemental Figure S5).  
The DM of HG was estimated, by taking the absorbance at 1620 cm-1 and 1735 cm-1, 
assigned to the asymmetric stretching of carboxyl groups of (1,4)-α-D-GalA and its methylester 
form, respectively (Gnanasambandam and Proctor, 2000; Manrique and Lajolo 2002; Gribaa et 
al., 2013) (Figure 14) . In both varieties, the DM was higher in non-inoculated plants with Fol 
at 2 dpi, indicated that deesterified HGs were in higher abundance in plants inoculated with 
Fol. Interestingly, it seemed that this DM, reaching ~50-60%, did not change significantly in 
older plants.  
 
 
Figure 14: Quantification of the degree of methylesterification of HG  
The DM of HG were calculated from FT-IR spectra from Aramis and Mélina stems inoculated 
or not with B. subtilis and/or Fol, 8, 21, 42 and 63 dpi with Fol. Each bar represents the mean 
of three separate spectra acquired on a biological replicate and three biological replicates ± 
SD. Statistical analyses were performed using the Kruskal Wallis test (α = 0.05). Asterisks 
indicate significant differences between the mean values: * (P < 0.05).  
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The ratio between the peaks at 1372 cm-1 and 2900 cm-1, attributed to CH bending and stretching 
vibration, respectively, was used to evaluate the total crystalline index (TCI) of cellulose 
(Supplemental Figure S6) (Nelson and O’Connor, 1964; Carrillo et al., 2004). The band 
detected at 1430 cm-1 is associated with CH2 bending mode and the band at 898 cm
-1 is 
characteristic of the deformation of an anomeric CH. The ratio of the absorbance at 1430 and 
898 cm-1 was used as a lateral order index (LOI) (Supplemental Figure S7) (Hurtubise and 
Krassig, 1960). Finally, the ratio of the absorbance bands at 3350 cm-1 and 1320 cm-1, assigned 
to -OH stretching vibration and -OH in plane bending, was used to estimate the hydrogen bond 
intensity (HBI) (Figure 15) (Nada et al., 2000). In general, no differences were observed for the 
TCI, except at 8 dpi, for Mélina plants inoculated with both bacteria and Fol that have a higher 
TCI than plants only inoculated with the bacteria. The TCI decreased between 8 dpi and 21 dpi 
(from about 0.4 to 0.2) and remained stable after (Supplemental Figure S6). The LOI was 
relatively stable overtime and did not change between the conditions, except at 8 dpi for Aramis 
inoculated with B. subtilis and Fol by comparison with plants inoculated with B. subtilis only 
(Supplemental Figure S7). Similarly, the HBI was relatively stable between 8 and 42 dpi and 
appeared to increase at 63 dpi (Figure 15). However, at 8 dpi, Aramis and Mélina, inoculated 
with B. subtilis only, seemed to have a higher HBI than the non-inoculated plants or inoculated 
with Fol.   
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15: Estimation of the Hydrogen Bond Intensity of cellulose 
Indexes were calculated for Aramis and Mélina stems inoculated or not with B. subtilis and/or 
Fol, 8, 21, 42 and 63 dpi with Fol from FT-IR spectra. Each bar represents the mean of three 
biological replicates ± SD. Statistical analyses were performed using the Kruskal Wallis test (
α = 0.05). Asterisks indicate significant differences between the mean values: * (P < 0.05). 
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DISCUSSION 
 
F. oxysporum is one of the main pathogen in flax crop, causing important loss of crop 
yield and fibers quality. We first demonstrated that the two varieties differ in their cell wall 
organization and remodeling. Rapid modifications occurred in roots after Fol inoculation. 
Indeed, only 2 dpi with Fol, we showed opposite cell wall reorganization/remodeling of pectins, 
and more particularly the weakly methylesterified HG, hemicelluloses and AGPs in both 
varieties. Modifications in the cell wall were also detected in stems 2 dpi with Fol while the 
fungus was only detected around the roots, suggesting a rapid systemic response. In general, a 
lot of modifications in the cell wall are observed in the fibers for Mélina. In Arabidopsis, the 
walls are thin1 (wat1) mutant displays a reduction in the secondary cell wall thickness of fibers 
but not of xylem vessels and was shown to be associated with an increased resistance to vascular 
pathogens (Denancé et al., 2013). These modifications could be due to a redirection of 
transcription potential to other genes necessary during plant defense response.  
In both varieties, the detection level of weakly methylesterified HG increased strongly. 
While in Aramis this increase was observed in fibers, phloem and xylem vessels, in Mélina it 
was mainly observed in the cortical parenchyma, fibers and phloem. However, the overall 
pectin content did not change significantly between the treatments indicating that cell wall 
remodeling was of main importance rather than pectin synthesis in accordance with the data 
presented by Wojtasik et al., (2016) on infected flax seedlings. In their studies, they show no 
differences in the pectin content and over-expressions of pectin remodeling-related genes such 
as PMEs, POLYGALACTURONASE, PECTIN and PECTATE LYASES, 24h or 48h post-
inoculation with Fol. RNA-seq analyses have shown similar results on inoculated flax plants 
18 dpi (Galindo-Gonzalez and Deyholos, 2016). Interestingly in this study, they also 
highlighted the overexpression of several of their inhibitors such as PMEI and 
POLYGALACTURONASE INHIBITOR (Galindo-Gonzales and Deyholos, 2016) suggesting a 
very fine turning of the cell wall remodeling during infection. In contrast, in our condition, we 
observed an increase of the hemicellulose content in flax plants infected with Fol only 21 dpi 
while on 7 d-old seedlings infected for 48h, no differences were detected (Wojtasik et al., 2016). 
This cell wall remodeling could be due to the activity of cell wall degrading enzymes 
(CWDEs) produced by the plants or secreted by the fungus. Indeed, it is known that, to penetrate 
the host tissues, the pathogens have to degrade the cell wall barrier. It has been described that 
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Fusarium oxysporum was able to secrete polygalacturonases, pectate lyases, cellulases, α- and 
β-galactosidases, α-l-arabinofuranosidases, β-xylosidases and peroxidases (Jones et al., 1972, 
Cooper and Wood, 1975; Collmer and Keen, 1986; De Lorenzo et al., 1997; Turco et al., 1999; 
Lionetti et al., 2012). The degradation of the one of the cell wall polymers with one of these 
enzymes could affect the cell wall network as it has been described/or proposed links between 
pectin and xylan (Broxterman and Schols, 2018), pectin and cellulose, XyG and cellulose (Park 
and Cosgrove, 2015), pectin and XyG (Brett et al., 2007), cellulose and xylan (Grantham et al., 
2017) and AGP, pectin and arabinoxylan (Tan et al., 2013). These interactions may explain 
partially the co-evolution of the detection pattern of HG, RG-I and XyG in Aramis (Caffall and 
Mohnen, 2009). Overall, the increase of the detection level of xylan and weakly 
methylesterified HG in both species may also reflect the interaction between xylan and pectin 
HG polymers (Keegstra et al., 1972; Thompson and Fry, 2000). If these modifications may 
suggest a reinforcement of the cell wall strength in stems, no impact on the thermal stability 
was detected. On the other hand, pectin de-esterification could be a plant defense response 
leading to the generation of free carboxyl groups enabling the formation of gel structures by 
binding calcium to reinforce the cell wall structure and limit the fungal penetration (Willats et 
al., 2001). Alternatively, upon demethylesterification, HGs could be cleaved by 
polygalacturonases or pectate lyases produced either by the plant or of fungal origin generating 
damage-associated molecular pattern (DAMP) oligogalacturonides, known to elicit defense 
responses (Ferrari et al., 2013). However despite the difference of cell wall remodeling 
responses between the two varieties, the level of diseased plants were similar after 50 dpi with 
Fol.  
 The ability of the B. subtilis ATCC 6633 strain to limit Fusarium wilt was also 
investigated. Plants inoculated first with the biocontrol agent present less symptoms than plants 
inoculated with the pathogen only. Interestingly, the effect of B. subtilis seems to be more 
effective for Mélina than Aramis. During its biofilm formation, B. subtilis produces different 
kinds of lipopeptides such as fengycins which have been reported to have antifungal properties 
(Duitman et al., 1999, Vanittanakom et al., 1986). Ongena and colleagues (2007) showed the 
capability of fengycins and surfactins, another family of lipopeptides produced by B. subtilis, 
to elicit induced systemic resistance (ISR) and limit the disease caused by Botrytis cinerea in 
tomato and bean. It seems clear that the protective effect of B. subtilis is in direct relationship 
with its ability to form a biofilm on the root. Plants secrete compounds in their rhizosphere that 
can selectively recruit beneficial rhizobacteria, as shown by Rudrappa et al. (2008), who 
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demonstrated the secretion of malic acid by A. thaliana roots to recruit beneficial bacteria in 
case of pathogen attack. As Mélina displayed less symptoms than Aramis, it may indicate that 
Mélina could be more efficient in recruiting B. subtilis than Aramis suggesting that the 
efficiency of a biocontrol could be variety-dependent. Indeed, the two varieties seem to respond 
differently to the inoculation with the bacteria. In Aramis, the biocontrol agent induces changes 
in the cell wall composition such as a decrease in XyG and an increase in RG-I associated with 
a decrease in HG levels. In Mélina, the inoculation with the bacteria did not affect the cell wall 
composition. However, for the two varieties, the inoculation with the biocontrol agent led to a 
modification of the thermal stability. Indeed, we show a reduction of the number of thermal 
transition occurring in the first steps of pyrolysis. In regards with the results obtained with the 
commercial compounds, the single peak observed with cellulose can be explained by the 
structure of the polymer: cellulose consists in a long polymer of glucose without branches, this 
very strong structure possesses a high thermal stability. In contrast, xylan are chains of β-(1,4)-
xylose weakly substituted and have a low thermal stability (Wang et al., 2013). The presence 
of substituted chains in XyG and arabinoxylan seems to reinforce the structure of these 
polymers and leads to a better thermal stability. We can suggest that, even if B. subtilis induces 
a modification in the cell wall composition in Aramis but not in Mélina, the inoculation with 
the bacteria causes a cell wall reinforcement that may explain the better thermal stability in both 
varieties. This increased thermal stability can also be explained by a more compact cellulose, 
traduced for plants inoculated with B. subtilis by an increase of the HBI at 8 dpi (Poletto et al., 
2014).  In their study on infected flax seedlings, Wojtasik et al (2016) showed a high increase 
of hydrogen bonds in cellulose associated with an increase of the crystallinity index in early 
stage of infection with Fol. Here, no differences appeared after Fol infection, suggesting that 
changes in cellulose structure occur briefly after pathogen detection.  
 Plants inoculated with both bacteria and Fol seem to conserve this thermal stability 
even at the different time points. Surprisingly, at 63 dpi, healthy plants of Mélina inoculated 
with both B. subtilis and Fol present the same thermal degradation profile than diseased plants 
inoculated with Fol only. In contrast, diseased plants inoculated with both B. subtilis and Fol 
present a degradation profile with less transition phases. However, diseased plants presented a 
WL between 150-160°C whereas healthy plant between 200-220°C suggesting that cell wall 
polymers were more easily degradable in diseased plants and that the thermal decomposition 
of this sample might be controlled by dehydration (Poletto et al., 2012). Moreover, the higher 
level of WL observed in the temperature range between 390-430°C in healthy plants 63 dpi 
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with Fol may be due to an accumulation in stems of resistant polymers such as lignin which 
may have been induced by the inoculation with B. subtilis (Figure 13). This was observed in 
plants inoculated with B. subtilis or with both B. subtilis and Fol at 8 and 21 dpi (Figure 12). 
Most of studies on the mode of action of PGPR reported their abilities to induce ISR. However, 
little is known about their actions on the cell wall. Benhamou and colleagues (1996) showed a 
reduction in fungal colonization on pea roots by inoculation with B. pumilus strain SE34. This 
was associated with the strengthening of the epidermal and cortical cell walls due to callose 
apposition and infiltration of phenolic compounds.  
In conclusion, we show the capability of the Bacillus subtilis ATCC 6633 strain to 
reduce Fusarium wilt on flax. We demonstrated that the effectiveness of the biocontrol agent 
could be variety-dependent and more particularly that it may depend of the natural defense 
mechanism of the plant. Despite the fact that they are the same species, Aramis and Mélina 
differ in their cell wall remodeling after the infection with the pathogen. However, it seems that 
the efficiency of their defense reactions leads to the same disease severity. In addition, the 
bacteria induce cell wall remodeling, which leads to the reinforcement of the cell wall matrix 
on both varieties. However, in Aramis, this cell wall reinforcement was mainly due to a 
modification of hemicelluloses and pectin composition whereas in Mélina, it seems to be caused 
by a rearrangement of the polysaccharides. Such modifications may have an impact on the 
mechanical properties of flax fibers and subsequently may affect their adhesion properties in 
composite materials. Indeed, cellulosic fibers are highly moisture absorbent that lead to a poor 
interface quality between the fibers and the polymer matrix.  
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SUPPLEMENTARY DATA 
 
Supplemental Figure S1:  
Indirect immunofluorescence of pectin (LM19, LM20, LM6), hemicelluloses (LM25, LM10) and 
AGPs (JIM14) were carried out on semi-thin longitudinal sections of roots of Aramis and 
Mélina 2 dpi with Fol. CC: cortical cells; VC: vascular cylinder. Scale bar = 50 µm
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Supplemental Figure S2:  
Indirect immunofluorescence of pectin (LM19, LM20, LM6), hemicelluloses (LM25, LM10) and 
AGPs (JIM14) were carried out on semi-thin longitudinal sections of roots of Aramis and 
Mélina 63 dpi with Fol. CC: cortical cells; VC: vascular cylinder. Scale bar = 50 µm 
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Supplemental Figure S3: Yield of the extracted pectin-enriched (A) and hemicelluloses-
enriched (B) fractions. 
Percentage represents the dry weight of fractionated cell wall extract on the dry weight of 
starting cell wall material (AIR). 
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Supplemental Figure S4: Monosaccharide composition of flax stem cell wall extracts 
Total cell wall extract (AIR) (A, B), the pectin-enriched (C, D) and the hemicellulose-enriched 
(E, F) fractions of flax stems from Aramis and Mélina inoculated or not with B. subtilis and/or 
Fol, 21 dpi with Fol. Statistical analyses were performed with the two-way ANOVA t-test (α = 
0.05). The letters indicate statistical differences. 
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Figure S6: Estimation of the Total Crystalline Index of cellulose 
Indexes were calculated for Aramis and Mélina stems inoculated or not with B. subtilis and/or 
Fol, 8, 21, 42 and 63 dpi with Fol from FT-IR spectra. Each bar represents the mean of three 
biological replicates ± SD. Statistical analyses were performed using the Kruskal Wallis test (
α = 0.05). Asterisks indicate significant differences between the mean values: * (P < 0.05). 
Figure S5: Example of ATR/FTIR spectra of flax stem 
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Figure S7: Estimation of the Lateral Order Index of cellulose 
Indexes were calculated for Aramis and Mélina stems inoculated or not with B. subtilis and/or 
Fol, 8, 21, 42 and 63 dpi with Fol from FT-IR spectra. Each bar represents the mean of three 
biological replicates ± SD. Statistical analyses were performed using the Kruskal Wallis test (
α = 0.05). Asterisks indicate significant differences between the mean values: * (P < 0.05).  
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
  
 
171 
  
Chapitre IV 
Discussion 
 
  
 
 
  
 
DISCUSSION        
  
 
173 
  
Le concept de PGPR est maintenant limité aux souches bactériennes pouvant remplir au moins 
deux des trois des critères tels que la colonisation compétitive de la rhizosphère, la stimulation 
de la croissance des plantes et l’amélioration des défenses des plantes (Weller et al. 2002; 
Vessey 2003). Les PGPR sont réputées pour améliorer la croissance et le développement des 
plantes par différents mécanismes tels que la solubilisation d’éléments nutritifs, la fixation de 
l’azote, la production de régulateurs de croissance, ou par des mécanismes directs tels que 
l’exclusion compétitive ou l’élimination des substances phytotoxiques (Bashan et De-Bashan, 
2010). Plusieurs genres de bactéries bénéfiques ont été identifiés, cependant, les deux genres 
prédominants sont les Pseudomonas spp et les Bacillus spp (Podile et Kishore, 2007).  
Les résultats présentés dans ce rapport ont permis, dans un premier temps, de montrer 
la capacité de la souche ATCC 6633 de B. subtilis, une bactérie de type PGPR, à éliciter les 
mécanismes de défense chez deux variétés de lin et d’améliorer leurs résistances face à F. 
oxysporum f. sp. lini.  Nous avons également pu montrer, que l’association PGPR / éliciteur 
permettait d’accroître la réponse provoquée par chacun des deux agents de biocontrôle. Enfin, 
nous avons pu montrer que le traitement avec la bactérie induisait des modifications pariétales 
chez les deux variétés. 
Lors des travaux préliminaires, dont l’objectif était de sélectionner l’agent bactérien 
pour la suite du projet, l’inoculation des plantes de la variété Aramis avec la souche MFE01 de 
P. fluorescens a permis d’induire la formation de 3 fois plus de racines secondaires que chez la 
variété Mélina. De manière intéressante, les résultats obtenus avec la souche mutée, 
MFE01∆Vipβ, n’ont pas montré de différences chez Mélina, tandis que chez Aramis, l’effet de 
cette souche sur le développement des racines secondaires a été deux fois moins important. Le 
système de sécrétion de type VI présent chez la souche MFE01, a été montré comme intervenant 
dans les mécanismes de communication et de formation des biofilms (Gallique et al., 2017) 
mais également dans le pouvoir compétiteur de cette bactérie (Decoin et al., 2014 ; Decoin et 
al., 2015). En effet, une mutation au niveau de ce système de sécrétion, provoque une 
diminution, voire une perte totale de l’activité antibactérienne de cette bactérie (Decoin et al., 
2014). Plus généralement, les P. fluorescens ont été montrés comme produisant de l’IAA 
(Indole-3-acetic acid) (Oberhänsli et al., 1991 ; Suzuki et al., 2003 ; Gravel et al., 2007 ; Jaleel 
et al., 2007 ; Karnwal et al., 2009). Les phytohormones telles que les auxines, dont l’IAA fait 
partie, interviennent entre autre, dans le contrôle de l’architecture racinaire et le développement 
des racines secondaires (Casimiro et al., 2001 ; Himanen et al., 2002 ; Aloni et al., 2006). Par 
ailleurs, l’effet bénéfique des PGPR est en relation directe avec leur capacité à établir un biofilm 
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sur la racine et des études ont montré que la formation de ce dernier permettait d’augmenter la 
production d’IAA (Bandara et al., 2006 ; Seneviratne et al., 2008). L’effet moins prononcé de 
la souche MFE01∆Vipβ, par rapport à la souche sauvage, sur Aramis, pourrait donc être 
expliqué par son incapacité à former un biofilm. A l’inverse, chez la variété Mélina, aucune 
différence n’a été observée entre les deux souches, ce qui pourrait suggérer que Mélina a un 
pouvoir attractif moins efficace envers P. fluorescens qu’Aramis. En effet, des études ont 
montré que, selon l’espèce végétale et la qualité des exsudats racinaires sécrétés, l’attraction et 
l’induction de la formation des biofilms variaient en fonction de l’espèce bactérienne. Ainsi, 
Zhang et al (2013) ont montré que malgré le pouvoir chimio-attracteur des exsudats racinaires 
du concombre sur B. amyloliquefaciens et B. subtilis, ces exsudats n’induisaient la formation 
d’un biofilm que chez B. amyloliquefaciens.  Inversement, l’acide fumarique contenu dans les 
exsudats racinaires de banane permettait l’attraction et l’induction d’un biofilm chez B. subtilis, 
sans effet chimio-attracteur sur B. amyloliquefaciens. Micallef et al (2009) ont également 
montré que les différences de compositions des exsudats racinaires produits chez différents 
écotypes d’Arabidopsis thaliana influaient sur l’abondance et la composition des communautés 
microbiennes.  
Contrairement à P. fluorescens, la souche ATCC 6633 de B. subtilis, a montré une 
capacité à induire une réponse physiologique similaire chez les deux variétés, ainsi cette souche 
a été sélectionnée pour la suite du projet. Dans un premier temps, l’objectif a été de déterminer 
si B. subtilis était capable d’induire une réponse immunitaire. Pour cela, l’expression de gènes 
de défense a été étudiée. Les gènes LOX codent pour des lipoxygénases. Ils jouent un rôle clé 
dans la voie des octadécanoïdes en permettant l’oxydation des acides gras poly-insaturés en 
oxylipines, tels que les jasmonates qui sont connus pour leurs propriétés antimicrobiennes et 
leurs rôles dans la signalisation et l’activation de certains gènes de défense comme PR-3, codant 
pour une chitinase (Howe et Schilmiller, 2002; Blée, 2002; Prost et al., 2005). Les gènes PAL, 
quant à eux, interviennent dans la voie des phénylpropanoïdes. Les phénylalanine amonia lyases 
sont des enzymes clé de la voie de l’AS qui interviennent dans la production de molécules 
antimicrobiennes (phytoalexines, stilbène, flavonols…), des monolignols, ou encore de l’AS 
(Dixon et Paiva, 1955; Dixon et al., 2002; Chong et al., 2009; Rojas et al., 2014). L’AS permet 
de déclencher l’expression de certains gènes de défense, comme PR-2, codant pour une 
glucanase. À la suite de l’inoculation avec B. subtilis, une très faible augmentation de 
l’expression de LOX-3 a été observée chez Aramis tandis qu’aucune modification n’a été notée 
chez Mélina. Par contre, l’expression de deux gènes PAL (PAL-3 et PAL-4) a augmenté chez 
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les deux variétés. Par ailleurs, l’inoculation avec la bactérie a aussi provoqué une forte 
augmentation de l’expression de PR-2 chez les deux variétés et de PR-3 chez Aramis suggérant 
l’intervention de la voie de l’AS chez Mélina et l’intervention des voies de l’AS et de l’AJ-ET 
chez Aramis. Les gènes LOX appartiennent à une famille multigénique, et d’autres gènes, non 
étudiés ici, pourraient intervenir. Par ailleurs, plusieurs études ont montré que les PGPR sont 
capables d’induire l’une ou l’autre de ces deux voies. Par exemple, la souche T4 de B. pumilus 
est capable d’induire la voie de l’AS chez le tabac (Park et al., 2000) mais pas chez A. thaliana, 
alors que la souche SE34 induit la voie de l’AJ-ET chez A. thaliana (Ryu et al., 2003). 
L’induction des mécanismes de défense via l’une ou l’autre de ces voies pourrait donc à la fois 
dépendre de l’espèce végétale (ou ici, de la variété) mais également de l’agent de biocontrôle.  
La callose est un autre marqueur de défense. En effet, ce polymère de β-(1,3)-glucane 
peut être synthétisé en réponse à l’attaque d’un pathogène ou d’une élicitation afin de renforcer 
la paroi. L’inoculation des plantes avec B. subtilis au niveau racinaire a induit la formation de 
papilles de callose au niveau foliaire, suggérant une réponse systémique. En revanche, dans la 
racine, aucune modification de l’expression de la CALS-12 n’a été observée. Il serait intéressant 
de suivre l’expression de CALS-12 dans le système aérien afin de vérifier si CALS-12 est 
responsable de la synthèse de la callose. Dans une étude sur le pathosystème tomate – F. 
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, M’Piga et al (1997) ont montré que l’inoculation des 
plantes par P. fluorescens permettait d’induire la production de callose au niveau racinaire et 
de limiter la capacité du champignon à pénétrer la racine. Le gène CALS-12 a été sélectionné 
parce qu’il présentait le plus d’homologie avec le gène GSL5 (PMR4, CALS-12) d’Arabidopsis 
thaliana. Chez A. thaliana, ce gène a été référencé comme intervenant dans la production de 
dépôts de callose suite à un stress biotique. Cependant, il apparaît que le mutant pmr-4, déficient 
en callose synthase, possède un niveau de résistance accrue contre les pathogènes hémi-
biotrophes alors que les plantes mutées sont plus sensibles aux pathogènes nécrotrophes (Jacobs 
et al., 2003 ; Ton et Mauch-Mani, 2004 ; Flors et al., 2008). Néanmoins, d’autres gènes codant 
pour des callose synthases pourraient être impliqués dans la production de callose en réponse à 
un stress chez le lin.  
Les essais en serre ont permis de démontrer la capacité de B. subtilis à limiter le 
développement des symptômes liés à la fusariose. En l’absence de l’agent de biocontrôle, 50 % 
des plantes présentaient des symptômes chez les deux variétés bien que la variété Aramis soit 
considérée très tolérante à la fusariose et Mélina, plus sensible. Cependant les essais ayant été 
réalisés en conditions contrôlées et gnotobiotiques, il est possible de considérer que l’infection 
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ait été forcée, la virulence du pathogène pouvant être atténuée en condition naturelle. 
L’inoculation préalable avec la bactérie a permis de réduire de façon significative l’apparition 
des symptômes et ceci de manière plus prononcée chez Mélina que chez Aramis. En culture in 
vitro, B. subtilis a été capable de former un biofilm au niveau des racines chez les deux variétés. 
De plus, nous avons montré que la formation du biofilm de B. subtilis permettait de réduire de 
manière significative la croissance de Fol. En effet, il a été montré que lors de la formation de 
biofilms, B. subtilis sécrète des lipopeptides (fengycines, surfactines) aux propriétés 
antifongiques (Duitman et al., 1999, Vanittanakom et al., 1986) et il a également été montré 
que ces molécules étaient capables de déclencher une réponse systémique chez la tomate et le 
haricot (Ongena et al., 2007).  
La paroi cellulaire constitue une des premières barrières limitant la pénétration des 
pathogènes. Dans le cadre d’une réaction de défense, la synthèse de polymères tels que la 
callose ou la lignine ou le réarrangement des polysaccharides et protéines pariétaux permettent 
de renforcer la paroi (Tenhaken, 2015 ; Bellincampi et al., 2014). Les analyses de microscopie 
sur les plantes cultivées en serre, ont permis de mettre en évidence que les plantes âgées de de 
3 semaines, les deux variétés présentaient des organisations pariétales différentes au niveau 
racinaire, se traduisant par une forte détection des pectines et hémicelluloses chez Aramis, et 
une quasi absence de marquage chez Mélina, suggérant une organisation pariétale différente 
car les pectines et les hémicelluloses sont sans aucun doute présentes dans la paroi de Mélina. 
Mélina étant considérée plus sensible à la fusariose qu’Aramis, ces différences d’organisation 
pourraient expliquer que le champignon pénètre plus facilement les racines. Après seulement 2 
jours d’inoculation avec Fol, la présence du champignon a été détectée autour de la racine mais 
aucune pénétration n’a été observée. Des études in vitro menées sur le pathosystème tomate – 
F. oxyporum f. sp. radicis-licopersici, ont montré que 2 jours après inoculation avec le 
champignon, celui-ci commence à se fixer à la racine et pénètre à l’intérieur du système 
racinaire 4 jours après l’inoculation (Lagopodi et al., 2001). Malgré l’absence de pénétration 
du champignon, de nombreuses modifications ont été observées au niveau de l’organisation 
pariétale des racines et des tiges, impliquant les hémicelluloses, les pectines et les AGPs chez 
les deux variétés, ce qui suggère la mise en place d’une réponse systémique rapide. D’après les 
résultats obtenus, il semble que l’implication des pectines dans la réponse à l’infection par Fol 
soit essentiellement due à un réarrangement de celles-ci chez les deux variétés. Les travaux de 
Wojtasik et al (2011 et 2016) et de Galindo-González et Deyholos (2016) ont montré que suite 
à l’infection par F. oxysporum, de nombreux gènes impliqués dans le remodelage des pectines 
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étaient sur-exprimés comme les PMEs,  polygalacturonases et leurs inhibiteurs).Récemment, 
Dmitriev et al (2017) ont montré chez des variétés sensible à Fusarium, une sous-expression de 
gènes impliqués dans la biosynthèse et l’organisation pariétale (comme des pectate lyases, des 
protéines impliquées dans le métabolisme des xyloglucanes…) tandis que chez des variétés 
résistantes, des gènes impliqués dans le stress oxydatif (NADPH oxydase) et beta-1-3-
glucanases étaient sur-exprimés. 
Au cours des études in vitro, nous avons montré que suite à l’inoculation avec B. subtilis, 
le niveau d’expression de PME-3 augmentait chez les deux variétés. Par ailleurs, les résultats 
obtenus à la suite des expérimentations en serre ont montré que l’inoculation avec B. subtilis 
induisait une diminution de la proportion en HGs, associée à une augmentation de la teneur en 
RG-I chez Aramis. Ces résultats indiquent que l’inoculation avec l’agent de biocontrôle induit 
des modifications pariétales, notamment au niveau des pectines. Cependant, de nombreuses 
enzymes interviennent dans le remodelage de ces polysaccharides. Il a d’ailleurs été montré la 
présence de 105 PMEs et 95 PMEIs (Pectin Methylesterase Inhibitors) putatifs chez le lin 
présentant de fortes redondances (Pinzón-Latorre and Deyholos, 2013). Ceci laisse suggérer 
que les mécanismes de remodelage des pectines sont très contrôlés et font intervenir plusieurs 
enzymes appartenant à la même famille. De plus, les résultats obtenus grâce aux techniques de 
thermogravimétrie ont montré que l’inoculation avec B. subtilis induisait une meilleure stabilité 
thermale des tiges de lin se traduisant par une diminution du nombre de transitions thermales 
et/ou des températures de dégradation plus élevées. Des modifications au niveau de la cellulose 
pourraient expliquer ce phénomène. En effet, à la suite de l’inoculation avec B. subtilis, les taux 
de liaisons hydrogène au sein de la cellulose ont augmenté, se traduisant par une cellulose plus 
compacte et donc moins facile à dégrader. Poletto et al (2014) ont en effet montré qu’une 
diminution de la cristallinité de la cellulose induisait une réduction de la stabilité thermale. 
Cependant, d’autres polysaccharides ou protéines pourraient intervenir. Notamment, nous 
avons montré la production de callose au niveau foliaire à la suite de l’inoculation avec B. 
subtilis mais l’implication de celles-ci dans le renforcement pariétal, dans les expérimentations 
en serre, n’a pas été étudiée. De même, nous avons montré la capacité de la bactérie à induire 
l’expression des gènes PALs. Les phénylalanines ammonia lyases permettent la production des 
monolignols et sont donc des enzymes clés de la biosynthèse des lignines. 
 Finalement, au cours de ce projet, le potentiel effet synergique de l’inoculation avec la 
bactérie conjuguée au traitement avec une molécule élicitrice a également été étudié. 
Globalement, l’élicitation des plantes avec la P-S a permis d’induire les mêmes niveaux 
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d’expression des gènes de défense, mais de façon plus rapide qu’avec la bactérie. Le traitement 
des plantes avec à la fois la bactérie et la P-S a permis d’accroître le niveau d’expression de ces 
gènes Si l’effet synergique des deux agents de biocontrôle a été observé sur le gène PAL-3 chez 
les deux variétés, l’effet sur les gènes PR-2 et PR-3 a été essentiellement observé chez Mélina. 
Il est intéressant de noter que l’effet synergique pour certains de ces gènes de défense n’a été 
observé que lors de l’inoculation avec la bactérie puis avec P-S et non dans le sens contraire 
suggérant que P-S pourrait avoir une action plus rapide que la bactérie.   La P-S a été choisie 
suite aux résultats précédemment obtenus au laboratoire GlycoMEV. La P-S est une forme 
sulfatée de la pregnénolone. Ce précurseur des hormones stéroïdiennes animales comme la 
progestérone trouvée aussi chez de nombreuses plantes (Lindemann, 2015) et donc que les 
plantes sont capables de synthétiser (Gawienowski et Gibbs, 1969) est un analogue structural 
de l’holaphyllamine. Zahid et al (2017) ont montré que l’élicitation de plantules d’A. thaliana 
par l’holaphyllamine permettait d’améliorer sa résistance contre P. syringae ainsi que d’induire 
la production de FAO, de dépôts de callose et de stimuler l’expression des gènes PR-1, PR-4, 
PAL-1 et LOX-3 suggérant que les deux voies AS et AJ/ET étaient activées. Une étude structure-
fonction a révélé que certains dérivés proches de l’holaphyllamine n’induisaient pas des dépôts 
de callose et qu’une structure minimale présentant un 5-pregnen-20-one stéroide avec un 
groupement nucléophile équatorial en C-3 était commune à la pregnénolone, P-S, 
holaphyllamine et holaphyllline (Zahid et al., 2017). Au cours du projet de thèse de Rim Jaber 
(2016), cette molécule a été testée sur les variétés Aramis et Mélina. Contrairement aux résultats 
obtenus dans ce projet, l’élicitation des plantules de lin avec l’holaphyllamine n’induisait pas 
l’expression de la PAL-3, cependant, l’âge des plantes et les temps de prélèvement n’étant pas 
comparables, il est difficile de tirer des conclusions. Par ailleurs, au cours de ce précédant projet, 
il a été montré que la P-S était capable d’induire la formation de FAO et des dépôts de callose, 
suggérant sa capacité à induire une réponse immunitaire précoce et tardive. La combinaison de 
la bactérie et de la molécule élicitrice pourrait donc accroître la résistance des deux variétés de 
manière plus importante que la bactérie seule. Récemment, il a été montré chez des plantes 
transgéniques (tabac et tomate) exprimant une enzyme clé de la voie de biosynthèse de la 
pregnénolone qu’elles avaient une productivité accrue et présentaient une meilleure résistance 
contre Botrytis cinerea (Shpakovski et al 2017)).  
De plus en plus d’études portent sur les bactéries de type PGPR et leurs capacités à 
améliorer les mécanismes de défense des plantes. Cependant, si l’effet bénéfique de ces 
bactéries a été démontré sur de nombreux pathosystèmes, il semble souvent nécessaire d’utiliser 
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plusieurs agents de biocontrôle. Jetiyanon et Kloepper (2002) ont, par exemple, montré que des 
combinaisons réalisées avec différentes espèces et souches de Bacillus (B. amyloliquefaciens, 
B. sphaericus ou B. pumilus) permettait d’accroître l’effet de chaque souche sur différents 
pathosystèmes incluant des pathogènes de types bactériens, fongiques et des virus.  
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Chapitre V 
Conclusions Et Perspectives 
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Les résultats réalisés au cours de ce projet ont permis de montrer la capacité de la souche 
ATCC 6633 de B. subtilis à éliciter les mécanismes de défense chez le lin et à améliorer sa 
résistance face à F. oxysporum f. sp. lini.  Il a également pu être montré que l’association PGPR 
/ P-S permettait d’accroître la réponse provoquée par chacun des deux agents de biocontrôle. 
Enfin, nous avons pu montrer que le traitement avec la bactérie induisait des modifications 
pariétales chez les deux variétés. 
Au cours des études réalisées in vitro, la capacité de B. subtilis et de la P-S à éliciter les 
gènes de défense a été réalisée sur la racine et que sur quelques gènes, dont des gènes 
appartenant à des familles multigéniques. Il serait intéressant d’effectuer des analyses sur les 
parties aériennes afin de confirmer l’effet systémique comme l’induction de dépôts de callose 
observée sur les feuilles alors que les racines étaient inoculées.  De plus, l’étude réalisée par 
Galindo-Gonzalez et Deyholos (2016) a montré que plus de 1000 gènes étaient 
différentiellement exprimés suite à l’infection par F. oxysporum f. sp. lini. L’utilisation de 
microarrays ou RNAseq permettrait une appréciation plus globale des gènes répondant à 
l’inoculation par B. subtilis et/ou l’élicitation avec la P-S, ce qui pourrait apporter des éléments 
de réponse quant à l’effet plus prononcé de B. subtilis sur la variété Mélina. Il serait également 
intéressant de compléter nos résultats par des tests de pathogénicité en présence de la bactérie 
et de P-S afin de confirmer l’effet synergique observé sur les gènes de défense.  
 Les marquages immunohistochimiques ont été réalisés sur des racines et des tiges de lin 
non infectées ou inoculées avec le champignon. La réalisation de cette technique sur plantes 
préalablement inoculées avec la bactérie pourrait apporter des éléments de réponse quant aux 
analyses de thermogravimétrie, d’infra-rouge et de GC afin de confirmer l’implication des 
pectines et des hémicelluloses et en particulier leurs remodellages. De plus les protéines 
pariétales n’ont pas pu être prises en compte en raison du choix d’utiliser un temps d’exposition 
identique pour tous les anticorps monoclonaux alors que les extensines, par exemple, sont 
connues pour jouer un rôle dans les mécanismes de défense et de renforcement pariétal 
(Merkouropoulos et Shirsat, 2003 ; Deepak et al., 2010 ; Plancot et al., 2013). L’utilisation de 
double-marquages pourrait également être un moyen d’observer comment les polysaccharides 
et protéines évoluent les uns avec les autres.  
 Les analyses de thermogravimétrie ont montré que l’inoculation avec la bactérie 
induisait des modifications des propriétés thermiques au niveau des tiges de lin. Cette technique 
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devrait être réalisée sur les fibres et complétée par des analyses de traction afin de vérifier que 
le traitement avec la bactérie n’induit pas une perte de qualité. 
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Résumé  
 
 
  
Le lin, principale plante à fibres cultivée en France possède un intérêt industriel pour la qualité de 
ses fibres. Les cultures de lin sont régulièrement attaquées par un champignon tellurique, Fusarium 
oxysporum f. sp. lini (Fol), responsable des plus grandes pertes dans les cultures de lin. Les PGPR 
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria) sont des bactéries réputées pour leurs capacités à 
améliorer la croissance et le développement des plantes, mais également pour leur pouvoir 
compétiteur au sein de la rhizosphère et leur aptitude à induire une réponse immunitaire chez les 
plantes. Parallèlement, l’utilisation de SDP (Stimulateur des Défenses des Plantes), molécules 
capables d’éliciter les mécanismes de défenses des plantes est une autre alternative pour limiter 
l’utilisation des pesticides. Dans le cadre de ce projet mené sur deux variétés de lin, Aramis et 
Mélina, il a pu être montré que Fol induisait un remodelage de la paroi au niveau des racines et des 
tiges, impliquant les hémicelluloses et les pectines, seulement deux jours après inoculation avec le 
champignon. L’utilisation de la souche ATCC 6633 de Bacillus subtilis comme agent de biocontrôle 
a permis de réduire de façon significative l’apparition des symptômes de la fusariose. Il a également 
été montré qu’en plus d’avoir un effet fongicide sur Fol, cette bactérie est capable d’induire 
l’expression de deux gènes de défense (Pathogenesis-Related) codant pour une β-(1,3)-glucanase 
(PR-2) et codant pour une chitinase-like (CTL-10), de gènes impliqués dans la voie des 
phénylpropanoïdes (PHENYLALANINE AMONIA LYASES, PAL-3 et PAL-4) et dans le remodelage 
pariétal (PECTIN METHYLESTERASE-3, PME-3) au niveau racinaire. Des analyses biochimiques 
ont également permis de montrer que B. subtilis provoque des modifications se traduisant par un 
renforcement pariétal au niveau des tiges chez les deux variétés. Enfin, l’association de la PGPR 
avec une molécule élicitrice (pregnénolone sulfate) a eu un effet synergique sur l’expression de 
gènes de défense. 
Mots-clés : Linum usitatissimum (lin), Plant Growth Promoting Rhizobacteria, Bacillus subtilis, 
paroi cellulaire, gènes de défense, stimulateur des défenses des plantes (SDP). 
Abstract 
In France, flax (Linum usitatissumum) is a principal fibers crop. Fusarium oxysporum f sp lini (Fol), 
a soil-borne fungus, is responsible for the major losses in crop yield. PGPR (Plant Growth 
Promoting Rhizobacteria) are known for their abilities to promote plant growth and health. These 
bacteria are also good competitors in the rhizosphere and can induce a plant defense response. The 
use of compounds able to elicit plant defense mechanisms is also an alternative to limit the use of 
pesticides. In this project, it has been shown that F. oxysporum f. sp. lini induces only two days 
after inoculation cell wall remodeling in the root and the stem involving hemicelluloses and pectins 
on two flax varieties, Aramis and Mélina, . The use of the Bacillus subtilis strain ATCC 6633 as 
biocontrol agent significantly reduced fusarium wilt appearance. In addition to its antifungal effect 
against Fol, this bacteria is able to induce the expression of two Pathogenesis-Related genes coding 
for a β-(1,3)-glucanase (PR-2) and a chitinase-like (CTL-10), genes involved in the 
phenylpropanoid pathway (PHENYLALANINE AMONIA LYASES, PAL-3 and PAL-4) and also in 
cell wall remodeling (PECTIN METHYLESTERASE-3, PME-3) in the root. Biochemical analyses 
show that B. subtilis causes modifications resulting in cell wall reinforcement in the stem in both 
varieties. Finally, the association of B. subtilis with an elicitor (pregnenolone sulfate) had a 
synergistic effect on the expression of defense-related genes. 
Keywords: Linum usitatissimum (flax), Plant Growth Promoting Rhizobacteria, Bacillus subtilis, 
cell wall, defense genes, Plant defense stimulator.    
